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Cardiopulmonary bypass (CPB) contributes to the systemic inflammatory
response syndrome following heart surgery. The endothelial function of epicardial
coronary arteries is impaired following exposure to CPB and is associated with a
decrease in cyclic guanosine monophosphate release and increased oxydative stress.
Tetrahydrobiopterin (BH4) is a potent antioxydant and an essential cofactor of nitric
oxyde biosynthesis. We hypothesize that CPB induce a state of depletion and
decreased activity of the endogenous 3H4 responsible for the NO synthase
uncoupling and the coronary arteries endothelial dysfunction. The objective of this
project was to assess if the in vitro administration of 3H4 improves the endothelium
dependent relaxation of coronary arteries in a swine mode! of CPB.
Swine underwent 90 min of CPB followed by a 60 min period of reperfusion
following weaning from CPB. After contraction with prostaglandin f2,
endothelium-dependent relaxations of epicardial coronary artery rings to serotonin
—
which binds to 5HTID receptors coupled to Gi-proteins
— and bradykinin (B2
receptors coupled to Gq-proteins) were studied in the presence or absence of 3H4
using standard organ chamber experiments.
CPB caused a statistically significant reduction of endothelium-dependent
relaxations to serotonin and bradykinin in coronary arteries. BI-l4 supplementation
following CPB improved the endothelium-dependent relaxations to serotonin and
bradykinin. Endothelium-independent relaxations to sodium nitroprussiate were
unaltered. BI-l4 could play an important role in preventing and treating the systemic
endothelial dysftinction resulting from CPB.
Keywords: Antioxydants; Cardiopulmonary bypass; Coronary artery;
Endothelia! dysfunction; Nitric oxyde; Surgery; Tetrahydrobiopterin.
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RÉSUMÉ FRANÇAIS
La circulation extracorporelle (CEC) est impliquée dans le syndrome de
réponse inflammatoire systémique suivant la chirurgie cardiaque. La fonction
endothéliale des artères coronaires épicardiques est altérée suite à la CEC et associée
à une diminution de la relâche de guanosine monophosphate cyclique et une
augmentation du stress oxydatif. La tétrahydrobioptérine (3H4) est un puissant
antioxydant et un cofacteur essentiel dans la biosynthèse du monoxyde d’azote (NO).
Nous avons émis comme hypothèse que la CEC induit un état de déplétion et de
diminution d’activité de la BH4 endogène responsable du défaut de couplage de la
synthase du NO et de la dysfonction endothéliale des artères coronaires épicardiques.
L’objectif de ce projet était de vérifier si l’administration in vitro de BH4 améliore la
relaxation endothélium-dépendante des artères coronaires post-CEC chez le porc.
Des porcs furent soumis à une CEC de 90 minutes suivi d’une période de 60
minutes après le sevrage de la CEC. Après contraction avec la prostaglandine F2Œ,
les relaxations endothélium-dépendantes des artères coronaires épicardiques à la
sérotonine
— laquelle lie les récepteurs 5HT1D couplés aux protéines-Gi — et la
bradykinine (récepteurs 32 couplés aux protéines-Gq) furent étudiées en présence ou
absence de 3H4 en chambre d’organe.
La CEC cause une baisse statistiquement significative des relaxations
endothélium-dépendantes à la sérotonine et à la bradykinine chez les artères
coronaires épicardiques porcines. Suite à la CEC, l’ajout de BH4 a permis
d’améliorer les relaxations endothélium-dépendantes à la sérotonine et à la
bradykinine. Les relaxations endothélium-indépendantes au nitroprusside de sodium
étaient similaires. Le BH4 pourrait jouer un rôle important dans la prévention et le
traitement de la dysfonction endothéliale systémique résultant de la CEC.
Mots-clés : Antioxydants; Artères coronaires; Chirurgie; Circulation
extracorporelle; Dysfonction endothéliale; Monoxyde d’azote; Tétrahydrobioptérine.
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L’endothélium vasculaire est constitué d’une couche cellulaire unique
séparant le compartiment intravasculaire du compartiment extravasculaire. De par sa
position stratégique, l’endothélium remplit de nombreuses fonctions dont les
principales sont: (1) le maintien d’une surface non-thrombogénique; (2) une
interaction avec les cellules circulantes, facilitant ou limitant l’adhérence et
l’extravasation de certaines cellules comme les neutrophiles, monocytes et
lymphocytes; (3) une perméabilité sélective aux molécules circulantes, métabolites et
hormones, et régulation de leur transmigration active ou passive; (4) le métabolisme
de certaines substances circulantes ou produites localement, comme les prostanoïdes
et la norépinéphrine; (5) la régulation de la prolifération du muscle lisse sous-jacent;
et (6) la régulation du tonus vasomoteur des vaisseaux sanguins1. La position de
l’endothélium le rend vulnérable aux agressions secondaires à diverses conditions et
maladies, telles que le diabète, le tabagisme, l’hyperlipidémie et l’hypertension
artérielle. Une dysfonction endothéliale s’en suit et se caractérise par une atteinte des
diverses fonctions de l’endothélium normal citées plus haut.
La circulation extracorporelle est utilisée quotidiennement en chirurgie
cardiaque. Elle permet de dévier le sang hors du circuit cardio-pulmonaire et de
pallier temporairement aux fonctions du coeur et des poumons à l’aide de pompes
mécaniques et d’oxygénateurs. Le chirurgien cardio-vasculaire peut alors effectuer
les interventions requises à la surface du coeur sur un coeur immobile, tel que les
pontages aorto-coronariens, ou bien des interventions intracardiaques ou impliquant
l’aorte thoracique et les branches de la crosse aortique. Le contact du sang avec les
surfaces non-biologiques du circuit de CEC entraîne une activation en cascade des
éléments figurés du sang, laquelle se traduit par une réponse inflammatoire
systémique variable selon le patient, le type de circuit de CEC, la durée d’ischémie
myocardique et de la perfusion extracorporelle ainsi que les solutions et médicaments
utilisés pour la CEC. Cette réponse inflammatoire systémique peut entraîner un
dysfonctionnement de plusieurs organes dont le coeur, les poumons, le système
nerveux central, les reins et les intestins. On croit que l’endothélium joue un rôle
3central dans cette réponse inflammatoire, agissant comme médiateur de la
dysfonction endothéliale des artères coronaires, pulmonaires et systémiques.
Le monoxyde d’azote (NO) joue un rôle central dans la régulation de
l’endothélium vasculaire. La tétrahydrobioptérine (B114) est un cofacteur essentiel
dans la biosynthèse du NO et serait impliquée dans plusieurs processus
pathologiques dont la maladie coronarienne, l’hypertension artérielle, le diabète et
1 ‘hypercholestérolémie.
Notre exposé traitera d’abord de la physiologie de base de l’endothélium sain
et plus particulièrement de l’endothélium vasculaire des artères coronaires, puis de la
physiopathologie de l’endothélium activé dysfonctioimel. Nous étudierons ensuite la
physiopathologie de la CEC, la réponse inflammatoire systémique et l’atteinte de
l’endothélium vasculaire des artères coronaires et ses manifestations. Enfin, nous
explorerons l’effet de la tétrahydrobioptérine dans le traitement de la dysfonction
endothéliale des artères coronaires secondaire à la circulation extracorporelle.
4PHYSIOLOGIE EN1OTHÉLIALE NORMALE
Les propriétés de l’endothélium (cf. introduction) s’expliquent par la capacité
des cellules endothéliales à percevoir les stimuli humoraux et hémodynamiques.
Trois mécanismes de base les sous-tendent : (A) la sécrétion de facteurs dépendants
de l’endothélium; (B) l’expression à la surface membranaire de la cellule de
protéines de couplage, de molécules d’adhésion et d’enzymes; (C) et des
changements morphologiques. La cellule endothéliale saine joue un rôle important
dans son environnement immédiat en sécrétant une variété de substances impliquées
dans le maintien du tonus vasculaire, la modulation de la coagulation et le contrôle
de la prolifération du tissu environnant (Figure 1).
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Figure 1: Processus de transduction et fonctions de l’endothélium normal. L’activation
de la cellule endothéliale normale provoque la libération de facteurs relaxants de
l’endothélium tel le monoxyde d’azote. Ce dernier exerce des effets protecteurs importants
sur la paroi vasculaire (cf. figure). u2 : adrénorécepteur u2; 5HTID : récepteur
sérotoninergique; B2: récepteur à la bradykinine; ETB: récepteur de l’endothéline; P7:
récepteur purinergique; G : protéines-G; LDL : lipoprotéine de faible intensité. (Tiré de
Vanhoulle PM. Dysfonctionnement endothélial et athérosclérose. Archives des maladies du
coeur et des vaisseaux 1997; 90:9-19.)
5Les substances vasoactives exprimées par l’endothélium sont
traditionnellement classées en deux catégories: les facteurs relaxants et les facteurs
contractants. Les principales substances qui entraînent une relaxation du muscle lisse
sous-jacent sont le monoxyde d’azote, la prostacycline et l’EDHF (Endothelium
Derived Hyperpolarizing Factor) (Figure 2). Les facteurs contractants sont les
endothélines, la thromboxane A2 et les radicaux libres, comme l’anion superoxyde et
les endoperoxydes.
Figure 2: Facteurs relaxants dérivés de l’endothélium. L’activation du récepteur
endothélial (R) induit un afflux de Ca2 dans le cytoplasme de la cellule endothéliale et une
libération du Ca2 provenant du réticulum sarcoplasmique (SR). Suite à l’interaction avec la
calmoduline, le Ca2 active la synthase du monoxyde d’azote (NOS) et conduit à la
formation de monoxyde d’azote (NO) et la libération du facteur endothélial hyperpolarisant
(EDHf). L’augmentation du Ca2 accélère aussi la formation de prostacycline (PGI2) à partir
de l’acide arachidonique (AA) par la cyclooxygénase. Le NO provoque la relaxation du
muscle lisse vasculaire en activant la formation de GMPc à partir du GTP. La prostacycline
Agonistes
6provoque la relaxation en activant la formation d’AMPc à partir de l’ATP. L’EDHF
provoque l’hyperpolarisation et la relaxation en ouvrant les canaux K+. (Tiré de : Vanhoutte
PM. Dysfonctionnement endothélial et athérosclérose. Archives des maladies du coeur et
des vaisseaux 1997; 90:9-19.)
Facteurs relaxants dérivés de l’endothélium
Monoxyde d’azote (NO)
La substance labile et diffusible, non prostanoïde, qui médie la relaxation
dépendante de l’endothélium en réponse à l’acétylcholine décrite par Furchgott et
Zawadski2 a été identifiée comme étant le monoxyde d’azote (NO) ou un composé
qui en est proche3’4’5’6. Le NO est formé à partir de la portion guanidine azote
terminale de la L-Arginine par une enzyme appelée NO synthase (NOS), qui est
constitutive chez les cellules endothéliales normales (NOS37 ou eNOS). Cette
enzyme requiert certains cofacteurs pour son activité optimale: le calcium, la flavine
adénine dinucléotide (FAD), la flavine mononucléotide (FMN), la calmoduline, la
5,6,7,8-tétrahydroptérine (BH4)8 et le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
réduit (NADPH). La NO synthase peut être inhibée de façon compétitive par des
analogues de la L-Arginine tel que le NGmonomethylLArginine (L-NMMA) et la
NGnitroLArginine (L-NAME). En plus de cette NO synthase constitutive présente
dans les cellules endothéliales, deux autres isoformes de cette enzyme sont connues:
une forme neuronale (NOS1 ou nNOS) et une forme inductible (NOS2 ou iNOS).
Les trois isoformes de la NOS ont des similarités structurales importantes et
leur mécanisme catalytique est identique, par contre elles diffèrent de par leur
localisation et leur mode d’action. La forme neuronale est exprimée dans le système
nerveux et la forme endothéliale dans les cellules endothéliales et les
cardiomyocytes9. Ces deux enzymes sont constitutives: elles réagissent aux
agonistes qui augmentent la concentration de calcium intracellulaire, ce qui entraîne
le couplage de la NOS à la calmoduline, son activation et la production de faibles
7quantités de NO (109M). La forme inductible (Type II) est indépendante du calcium
et elle peut se retrouver au niveau de plusieurs types cellulaires, incluant le muscle
lisse vasculaire et les macrophages. Elle est activée par les endotoxines, le facteur de
nécrose tumorale (tumor necrosis factor [TNfJ), lipopolysaccharides et autres
cytokines proinflammatoires’°”. L’iNO$ produit de grandes quantités de NO, de
l’ordre du micromolaire (YOE6M). L’augmentation de son expression est observée
dans certaines maladies systémiques comme le Syndrome de Détresse Respiratoire
de l’Adulte (ARDS)’ , une entité clinique caractérisée par une augmentation de la
perméabilité vasculaire pulmonaire et oedème alvéolaire, ainsi que suite à
l’exposition à la circulation extracorporelle’2. Cette hausse chronique de
l’expression de l’iNOS augmente les niveaux systémiques de NO, favorise la
production systémique de superoxydes et peroxynitrites et entraîne une activité
inflammatoire systémique accrue.
La cellule endothéliale exprime constitutivement la eNOS et produit du
monoxyde d’azote suite à une cascade d’activation stimulée par des facteurs
physiques ou chimiques. Les stimuli physiques sont les forces de cisaillement,
l’exercice physique, l’hypoxie chronique et l’insuffisance cardiaque13. Les forces de
cisaillement (shear stress) causées par l’écoulement du sang le long des parois du
vaisseaux sont parmi les facteurs principaux qui régissent la production locale de
NO. En effet, la vasodilatation en réaction au flot sanguin est dépendante de
l’endothéÏium in vivo14’15. Des études ont démontré qu’une augmentation du débit et
de la pulsatitité stimule la production de NO et de prostacycline par t’endothélium
des vaisseaux perfusés’6. La vasoconstriction d’artères perfusées induite par
l’élévation de la pression endoluminale peut être supprimée par la destruction de
I’endothélium, ce qui suggère une production diminuée de NO17’18.
De nombreux médiateurs neurohumoraux peuvent entraîner la libération de
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Ces substances endogènes capables de stimuler la relâche de NO sont soit des
hormones circulantes (catécholamines, vasopressine), des autacoïdes générés au
niveau de la paroi vasculaire (bradykinine, histamine), des médiateurs produits par
les plaquettes (sérotonine, adénosine diphosphate [ADP]) ou formés lors de la
cascade de coagulation (thrombine)5”9’20’21’2223’24’25’26’27’28’29. Les récepteurs pour ces
composés sont en relation avec la production de NO par différentes protéines de
couplages. Par exemple, dans les cellules endothéliales porcines, les récepteurs a2-
adrénergiques, sérotoninergiques et à la thrombine sont couplés à des protéines-Gi
sensibles à la toxine de la coqueluche (cf Figure 1, page 4). Aussi, les récepteurs
Figure 3: Médiateurs neurohumoraux menant à la sécrétion de facteurs vasorelaxants
(EDRF). AA: acide arachidonique; Ach: acétylcholine; ADP: adénosine diphosphate; c:
adrénorécepteur Œ2, AVP: arginine vasopressine; 82: récepteur de la bradykinine; E:
épinéphrine; ET0: récepteur de l’endothéline; H: récepteur de l’histamine; 5HT1:
récepteur sérotoninergique; M : récepteur muscarinique; NE : norépinéphrine; P: récepteur
purinergique; T: récepteur de la thrombine; VP1 : récepteur de la vasopressine. (Tiré de:
Vanhoutte PM. Dysfonctionnement endothélial et athérosclérose. Archives des maladies du
coeur et des vaisseaux 1997; 90:9-19.)
9purinergiques P et B2 à la bradykinine sont couplés à des protéines-Gq qui ne sont
pas sensibles à la toxine de la coqueluche30’31 (cf figure 1, page 4). Les récepteurs
membranaires, les protéines-G et les protéines kinases nécessaires à la transduction
du signal sont situés à la surface des cellules endothéliales dans des invaginations de
surface appelées cavéoles. Ces cavéoles contiennent un échantillon des agonistes
présents à l’extérieur de la cellule endothéliale afin de stimuler les récepteurs
appropriés.
Le NO diffuse vers les cellules du muscle lisse vasculaire et cause leur
relaxation par la stimulation d’une enzyme cytosolique, la guanylate cyclase soluble,
qui entraîne une augmentation de 3’-5’-guanosine monophosphate cyclique (GMP























Figure 4: Mécanisme menant à la relaxation du muscle vasculaire lisse. Ca2: calcium;
Ca-M: calcium+calmoduline; EDHF: facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium;
cGMP: guanosine monophosphate cyclique; 1P3 : inositol triphosphate; K: canaux
potassiques; NO : monoxyde d’azote; R: récepteur endothéliat; SR: réticulum
sarcoplamique. (Tiré de: Boulanger C, Vanhoulle PM. The endothelium: a pivotai role in
health and cardiovascular disease. Servier, 1994.)
La production de NO contribue de façon importante aux relaxations
dépendantes de l’endothélium dans les artères isolées, incluant les artères coronaires,
systémiques, mésentériques, pulmonaires et cérébrales. Sa contribution significative
in vivo est suggérée par l’observation que des inhibiteurs de NO synthase causent une
vasoconstriction dans la plupart des lits vasculaires à la fois chez les animaux et les
humains4’28.
Les cellules endothéliales secrètent le NO non seulement vers le muscle lisse
vasculaire sous-jacent mais aussi dans la lumière du vaisseau sanguin. Dans des
circonstances normales, la présence d’oxyhémoglobine dans les érythrocytes
neutralise immédiatement le NO, qui joue un rôle physiologique uniquement à
l’interface entre les cellules endothéliales et le sang. Le NO inhibe l’adhésion
endothéliale des plaquettes et leucocytes. Il agit en synergie avec la prostacycline
afin d’inhiber l’agrégation plaqueftaire3’4’20’26’32. Aussi, les substances produites
durant l’agrégation plaquettaire sont d’importants producteurs de NO entraînant une
relaxation dépendante de l’endothélium et inhibant significativement la
vasoconstriction induite par la thromboxane A2 et la sérotonine, toutes deux dérivées
des plaquettes. Le NO inhibe localement la croissance des cellules musculaires lisses
vasculaires et inhibe la relâche de mitogènes et hormones de croissance33’34’35’36.
En présence d’un endothélium normal, les substances dérivées des plaquettes
telles que la sérotonine et l’adénosine diphosphate (ADP), agissent sur les récepteurs
endothéliaux 5HTID-sérotoninergiques et P.,-purinergiques pour diminuer le risque
d’occlusion vasculaire par vasorelaxation et inhibition de l’adhésion-agrégation
Il
plaquettaire. Lorsque la continuité de l’endothélium est atteinte (lésion vasculaire),
la sérotonine et la thromboxane A2 agiront cette fois-ci directement sur le muscle
lisse vasculaire pour entraîner une vasoconstriction et occlusion du vaisseau. Ceci
constitue la phase vasculaire de l’hémostase3’24’26’37. La présence de l’iNOS est
accrue suite aux dommages vasculaires. On pense que cette expression augmentée
pourrait limiter la réponse tbrombotique et proliférative suite aux lésions
vasculaires38.
Prostacycline (PGI2)
La prostacycline est produite suite à l’activation successive de la
phospholipase A2, de la cyclooxygénase et de la prostacycline synthétase39. Cette
réaction se produit généralement au niveau des cellules endothéliales — mais aussi
dans la média et l’adventice des vaisseaux — en réponse aux forces de cisaillement, à
l’hypoxie et à plusieurs médiateurs qui entraînent la libération de NO. Sa production
est dépendante de la libération d’ions calciques des réserves intracellulaires. La
prostacycline lie les récepteurs à la prostacycline sur 1’ endothélium qui activeront
l’adénylate cyclase et augmenteront la production intracellulaire de 3’-5’adénosine
monophosphate cyclique (AMP cyclique) lequel stimulera les canaux potassiques
dépendants de l’ATP entraînant ainsi une hyperpolarisation et relaxation du muscle
lisse vasculaire40. En plus de son action vasodilatatrice, la prostacycline cause une
inhibition importante de l’agrégation plaquettaire9.
Dans la plupart des lits vasculaires, la contribution de la prostacycline à la
relaxation dépendante de l’endothélium est négligeable et ses effets sont
essentiellement additifs à ceux du NO. En effet, le GMPc formé suite à la
stimulation par le NO joue un effet inhibiteur endogène de la phosphodiestérase qui
dégrade l’AMPc40. Ainsi, le NO augmente la durée de vie du second messager de la
prostacycline. Le NO et la prostacycline ont cependant un effet synergique
important au niveau de l’agrégation plaquettaire41.
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Facteur Hyperpolarisant Dérivé de 1’Endothélium (EDIIF)
Des études électrophysiologiques au niveau des artères coronaires humaines
ont démontré que 1’ acétylcholine, la bradykinine et d’autres dilatateurs dépendants de
l’endothélium entraînent une relaxation du muscle lisse vasculaire en présence
d’inhibiteurs de la synthèse du NO et de la prostacycline. Cette relaxation est
accompagnée d’une hyperpolarisation de la membrane cellulaire du muscle
vasculaire lisse42’43’44’45. La nature chimique de ce « facteur hyperpolarisant dérivé
de l’endothélium» (EDHf) demeure matière à spéculation. L’EDHf est produit
principalement par le cytochrome P-450 CYP946’47. Sa production dépend de la
présence de calcium intracellulaire et est inhibée par les agonistes de la
calmoduline48. Il est diffusible et atteint le muscle lisse vasculaire. Il active des
canaux potassiques calcium-dépendants, probablement indépendants de l’ATP49, via
une liaison au récepteur muscarinique M148.
La contribution de l’hyperpolarisation à la relaxation dépendante de
l’endothélium varie en fonction de la taille de l’artère et est plus importante dans les
vaisseaux de résistance. Dans les artères de gros calibre, le NO contribue davantage
que l’EDHf aux relaxations de l’endothélium, mais lorsque le NO est inhibé,
l’EDHF peut mener à des relaxations quasi normales. Des concentrations élevées de
NO inhibent la production de l’EDHF50. Ainsi, l’EDHF pourrait jouer un rôle
important lorsque la voie du NO est atteinte, mais ce rôle en situation pathologique
demeure mal défini51.
En résumé, les principaux facteurs relaxants dérivées de 1 ‘endothélium sont
le monoxyde d’azote (NO), la prostacycline (PGI2) et le facteur hyperpolarisant
dérivé de 1 ‘endothélium (EDHF). Le NO contribue de façon importante à la
relaxation du muscle lisse vasculaire via une augmentation intracellulaire du
guanosine monophosphate cyclique (GMPc).
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facteurs contractants dérivés de I’endothélium
Dans certaines circonstances, l’endothéliurn peut initier une vasoconstriction
par la libération de substances diffusibles52’53’54’55. Les contractions dépendantes de
l’endothélium peuvent s’expliquer par l’inhibition des facteurs relaxants dérivés de
l’endothélium (EDRF) ou par la production de facteurs contractants dérivés de
l’endothélium (EDCf). Les EDCf identifiés jusqu’à présent incluent l’endothéline
1, la tbromboxane A2 et les radicaux libres56. L’endothéline est la plus susceptible de
jouer un rôle dans la modulation à long terme du tonus vasculaire et de la structure
plutôt que dans la régulation momentanée du degré de vasoconstriction du muscle
lisse vasculaire57’58’59’60’61. Les stimuli pour la vasoconstriction dépendante de
l’endothélium incluent l’hypoxie, les stimuli physiques tels que la pression et








Figure 5: Facteurs contractants dérivés de I’endothéliurn (EDCF). AA: acide
arachidonique; Ach: acétylcholine; ADP: adénosine diphosphate; 5HT : sérotonine et
récepteur sérotoninergique; M : récepteur muscarinique; P : récepteur purinergique. (Tiré
de : Vanhoutte PM. Dysfonctionnement endothélial et athérosclérose. Archives des
maladies du coeur et des vaisseaux 1997; 90:9-19.)
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Endothélines
L’endothéline est un puissant facteur contractant dérivé de l’endothélium57.
Trois isoformes différentes de l’endothéline existent, mais seule l’endothéline-l (ET
1) est synthétisée par l’endothélium. La synthèse d’endothéline-l est stimulée et
régulée par plusieurs facteurs. Les forces de cisaillement constituent un important
stimulant de la synthèse d’ARNm d’endothéline. L’angiotensine II et plusieurs
cytokines entraînent aussi une sécrétion d’endothéline. Deux types de récepteurs à
l’endothéline sont décrits à ce jour: les récepteurs ETA et ETB62. Dans le lit
vasculaire, les récepteurs ETA sont présents sur le muscle lisse vasculaire et leur
stimulation entraîne une vasoconstriction. Les récepteurs ETB sont situés sur
l’endothélium et leur stimulation entraîne une sécrétion de vasodilatateurs comme le
NO et la prostacycline. Le rôle de l’endothéline-l dans le tonus vasculaire est donc
complexe, mais l’utilisation simultanée de bloqueurs de l’ETA et de l’ETB entraîne
une chute des résistances vasculaires systémiques, ce qui suggère un rôle actif dans le
maintien du tonus vasculaire basal63.
Les donneurs de NO, comme le nitroprussiate de sodium, inhibent les
contractions dépendantes de Fendothéline-164. Ainsi, de basses concentrations
d’endothéline induisent la stimulation de l’ETB, stimulant la production de NO et la
dilatation63’65. Une haute concentration d’endothéline active l’ETA, causant une
constriction66. Si l’endothéline est produite en très grandes quantités, une production
importante de NO mènera à une diminution de la production d’ET-167. Ce système
de rétroaction négatif est non seulement dépendant du NO, mais aussi de la
prostacycline et de l’EDHF67. Donc en résumé, l’effet de l’endothéline est modulé
par la quantité d’endothéline produite et par l’action d’agents antagonistes tels le NO.
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Thromboxane A2
Le métabolisme de l’acide arachidonique par la cellule endothéliale peut
mener à la sécrétion de prostaglandine H2 (PGH2), cette prostaglandine est le produit
précurseur de tous les prostanoïdes, dont la tbromboxane A2 (TxA2)68. La production
de PGH2 et de TxA2 induit une vasoconstriction suite à l’activation des récepteurs
aux endoperoxydes et à la thromboxane. Leur action diminue la dilatation engendrée
par la stimulation à l’acétylcholine69. Le fait que la prostacycline soit produite en
beaucoup plus grande quantité par la cyclooxygénase renverse l’effet de ces
vasoconstricteurs. Ils ont donc peu d’impact en physiologie normale. La
thromboxane A2 cause aussi une augmentation de l’agrégation plaquellaire. Le rôle
de la thromboxane semble être prédominant en situation d’hémorragie, où la
vasoconstriction et l’agrégation causés par la tbromboxane A2 aident à l’hémostase.
Radicaux libres
Les cellules endothéliales sécrètent des radicaux libres en réponse aux forces
de cisaillement et à d’autres agonistes endothéliaux comme la bradykinine70. Les
radicaux libres comme le peroxyde d’hydrogène (H202) et le radical hydroxyl (OH-)
chélatent le monoxyde d’azote dérivé de l’endothélium, causant ainsi une
dysfonction endothéliale71. L’anion superoxyde (02) se lie au NO pour former les
peroxynitrites, ceux-ci se décomposent en radicaux hydroxyls, causant une
peroxydation des lipides, un des mécanismes par lesquels se produisent des
dommages oxydatifs72. Les peroxydes de lipides induisent une activation de la
phospholipase A2, qui entraîne l’expression de molécules d’adhésion, la sécrétion de
médiateurs proinflammatoires et de cytokines, qui mèneront ultimement à un
roulement, une adhésion et une migration des leucocytes et une sécrétion d’enzymes
toxiques pour l’endothélium73.
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En résumé, le monoxyde d ‘azote (NO) joue un rôle central dans la régulation
du tonus vasculaire de 1 ‘endothélium normal en équilibre avec la sécrétion d’autres
facteurs relaxants et contractants. L ‘endothélium maintient une surface non
thrombogénique grôce à la synthèse de NO et de prostacycline. Lors d’une
hémorragie, une sécrétion prédominante de thromboxane A2 par les plaquettes
entraîne une vasoconstriction et une agrégation plaquettaire. L ‘endothélium sécrète




L’endothélium devient dysfonctionnel lorsque les fonctions qu’il accomplit
normalement sont perturbées. Ce dysfonctionnement se manifeste par une chute de
la synthèse et de la sécrétion du NO et autres facteurs vasodilatateurs (EDRF) et/ou
une plus grande prédisposition aux facteurs vasoconstricteurs. L’expression accrue
de molécules d’adhésion et la sécrétion de facteurs de croissance et cytokines dérivés
de 1’ endothélium sont d’autres manifestations caractéristiques de 1’ endothélium
dysfonctionnel. Plusieurs conditions peuvent altérer le fonctionnement normal de
l’endothélium tels l’athérosclérose, le vieillissement, l’hypertension artérielle et
l’insuffisance cardiaque. Plusieurs mécanismes physiopathologiques ont été décrits.
Le dommage initial peut être de nature oxydative, ischémique ou physique. Soumis
chroniquement à ces insultes endothéliales, la sécrétion de facteurs dépendants de
l’endothélium sera altérée. Ces altérations mèneront à un déséquilibre des facteurs
vasoconstricteurs et vasodilatateurs, une perte des propriétés anti-thrombogéniques,
et une sécrétion de facteurs de croissance qui stimuleront la prolifération et la
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Figure 6: Endothélium dysfonctionnel. Altération de la transduction des signaux
dépendant des protéines-G avec diminution de la libération de monoxyde d’azote (NO).
Aussi, l’augmentation de l’AMPc active le facteur de transcription NFKB qui un induit état
de stress oxydatif dans la cellule endothéliale. u2 : adrénorécepteur u2; 5HTID : récepteur
sérotoninergique; B2: récepteur à la bradykinine; ETB : récepteur de l’endothéline; G:
protéines-G; LDL : lipoprotéine de faible intensité; Py : récepteur ptirinergique; ROS
radicaux libres de l’oxygène. (Tiré de: Vanhoutte PM. Dysfonctionnement endothélial et
athérosclérose. Archives des maladies du coeur et des vaisseaux 1997; 90:9-19.)
L’athérosclérose est une cause importante de la dysfonction endothéliale. Les
principaux facteurs de risque connus d’athérosclérose sont le vieillissement,
l’hyperchoiestérolémie, l’hypertension artérielle, le diabète sucré, le tabagisme et la
prédisposition génétique à cette maladie. L’association de ces facteurs de risque
favorise un état de stress oxydatif élevé favorisant l’adhésion et la migration des
monocytes dans l’espace sous-endothélial, leur transformation en macrophages et
finalement la formation de cellules spumeuses (foam ceÏls). Ces cellules spumeuses
se gorgeront de lipides pour favoriser éventuellement le développement de plaques
lipidiques, lésions typiques de l’athérosclérose. Des études coronarographiques chez
l’humain ont montré que les artères coronaires avec lésions athérosclérotiques se
contractaient suite à l’injection d’acétylcholine par son effet constricteur direct sur le
muscle lisse, alors que l’acétylcholine produit habituellement une vasodilatation par
stimulation de la voie endothéliale du NO chez les patients normaux74. Cette
dysfonction endothéliale survient même en l’absence d’épaississement intimai et
constituerait un événement précoce de I ‘athérogénèse75’76’77’78’79’80’81’8283’84’85’86’87 Au
stade précoce de l’athérosclérose, la dysfonction endothéliale apparaît limité à la
voie du NO dépendante des protéines-Gi (stimulée par la sérotonine, les agonistes
alpha2-adrénergiques, les plaquettes en agrégation et la thrombine) qui sont sensibles
à la toxine de la coqueluche.
L’endothélium régénéré issu du processus normal de vieillissement présente
un autre exemple de la dysfonction endothéliale. La durée de vie normale des
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cellules endothéliales est d’environ trente ans. Les cellules qui remplacent
l’endothélium natif sont moins fonctionnelles, notamment la sécrétion de substances
relaxantes est diminuée. En effet, l’endothélium régénéré présente une réponse de
vasodilatation altérée à la sérotonine et aux autres substances utilisant la voie
sensible à la toxine de la coqueluche (protéines-Gi). L’expression des protéines-Gi
est similaire à celle de l’endothélium natif, mais leur activité est diminuée. Ainsi, la
relaxation qui suit l’agrégation plaquettaire, lors de laquelle de grandes quantités de
sérotonine, de thrombine et d’ADP sont sécrétées, est diminuée dans l’endothélium
régénéré, avec une sécrétion diminuée de NO88. Dans ces cas, les sites vasculaires
recouverts d’endothélium régénéré sont plus à risque d’être le siège de
vasoconstriction exagérée et de thrombose. La perte de cette réponse sensible à la
toxine de coqueluche est sélective et ne s’applique pas aux réponses dépendantes de
l’endothélium à l’ADP ou à la bradykinine (associé aux protéines-Gq, insensible à la
toxine de la coqueluche)89.
Un autre modèle clinique important de dysfonction endothéliale est la
circulation cxtracorporellc (CEC). Les caractéristiques de la CEC et dc la réponse
inflammatoire systémique secondaire à la CEC seront couvertes dans les prochaines
sections.
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PRINCIPES DE BASE DE LA CIRCULATION
EXTRACORPORELLE
La circulation extracorporelle fut introduite au début des années 50 et a
marqué le début de la chirurgie cardiaque moderne. Plusieurs modifications et
améliorations ont rendus cette technologie plus simple, accessible et moins morbide.
Elle permet au chirurgien de travailler sur un coeur en asystolie avec des poumons
dégonflés et un champ opératoire exsangue. Le sang du patient est recueilli par une
canule veineuse au niveau de l’oreillette droite, dirigé par gravité ou aspiration
assistée (vacuurn-assist) vers le circuit extracorporel où il sera oxygéné, filtré,
réchauffé ou refroidi, puis renvoyé vers le système artériel par une canule au niveau
de l’aorte ascendante9°. Le sang ainsi dévié évite la circulation pulmonaire et les
chambres cardiaques. La ventilation mécanique peut aussi être cessée étant donné
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Figure 7: Circuit de circulation extracorporelle. OD oreillette droite.
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ATTEINTE ORGANIQUE MULTISYSTÉMIQUE ET
CIRCULATION EXTRACORPORELLE (CEC)
La circulation extracorporelle et la chirurgie cardiaque par stemotomie
médiane exposent le sang aux biomatériaux du circuit de circulation extracorporelle
et aux cellules non endothéliales de la plaie. Normalement, les cellules sanguines et
protéines circulantes interagissent seulement avec l’endothéÏium, lequel est conçu
pour maintenir la fluidité du sang et l’intégrité du système vasculaire. Les cellules
endothéliales accomplissent ce double rôle en produisant à la fois des substances
anticoagulantes et procoagulantes pour maintenir l’équilibre entre les formes liquides
et gélatineuses du sang. Le contact avec des surfaces non endothélialisées, telles que
biomatériaux (circuit de CEC), membrane basale, membrane cellulaire ou matrice,
favorise la thrombose.
Héparine
La circulation extracorporelle n’est actuellement pas réalisable sans
anticoagulation. Bien que d’autres anticoagulants aient été utilisés avec succès dans
d’autres circonstances (i.e. allergie à l’héparine)91’92’93, la circulation extracorporelle
requiert de fortes concentrations d’héparine durant la perfusion pour maintenir la
fluidité du sang. L’héparine a un début d’action rapide et peut être renversée avec la
protarnine ou le facteur plaquettaire recombinant-494. L’héparine n’ inhibe pas
directement la coagulation mais agit indirectement en accélérant l’action naturelle de
l’antithrombine. un inhibiteur de protéase. L’antithrombine se lie principalement à la
thrombine et ses effets sur les facteurs Xa et IXa sont beaucoup plus lents et
négligeables durant la circulation extracorporelle. Ainsi, l’héparine inhibe la
coagulation à la fin de la cascade après que la plupart des protéines de la coagulation
aient été transformées sous leur forme active. L’héparine active également plusieurs
autres éléments sanguins : plaquettes95’96’97, facteur XII98, système du complément,
neutrophiles et monocytes99”°°”°’.
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Lorsque le sang hépariné entre en contact avec les biomatériaux, les protéines
plasmatiques sont rapidement (<1 sec) adsorbés à la surface des biomatériaux pour
former une monocouche de cellules (figure 8).
Figure 8. Interaction des protéines plasmatiques avec les biomatériaux. (Tiré de:
Edmunds LH. Cardiopulmonaiy bypass afler 50 years. N Engi J Med 2004;351:1603-1606.)
L’attirance de chaque protéine est déterminée par ses caractéristiques
intrinsèques et celle des biomatériaux. Les protéines adsorbées sont entassées,
immobiles et peuvent présenter des changements de conformation limités pouvant
exposer des récepteurs de surface, lesquels seront reconnus par des protéines ou
cellules circulantes telles que le fàcteur XII, le C3 et les plaquettes’°2’103. Ces
réactions complexes à la surface des biomatériaux modifient la composition du sang
circulant, entraînant une réponse de la part de cellules endothéliales de tout
l’organisme (réaction inflammatoire systémique à la circulation extracorporelle)’°4.
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Réponse inflammatoire systémique à la circulation extracorporelle
La CEC entraîne une réponse inflammatoire de tout l’organisme ou syndrome
de réponse inflammatoire systémique (SRS)105”°6”°7’108”°9”°’111”2”3 associée à une
altération de la fonction normale de l’endothélium114. Dans sa forme la plus sévère,
un éventail d’insultes peut être observé incluant une ou plusieurs des manifestations
cliniques suivantes: dysfonctionnement pulmonaire, rénal, gastro-intestinal,
neurologique etlou myocardique; coagulopathie; vasoconstriction; perméabilité
capillaire accrue; vasodilatation systémique; accumulation de liquide interstitiel;
hémolyse; pyrexie; et une susceptibilité accrue aux infections et à la
leucocytose115”6”7. Heureusement, la plupart des patients qui subissent des
opérations sous CEC ne présenteront pas de séquelles cliniquement significatives.
Les réponses inflammatoires, de thrombose et d’hémorragie secondaires à la CEC
impliquent principalement cinq systèmes de protéines sanguines (système de
protéines de contact, coagulation intrinsèque et extrinsèque, fibrinolyse et
complément) et cinq types cellulaires (plaquettes, cellules endothélïales,

















Figure 9: Réponse inflammatoire systémique à la CEC. AA: acide arachidonique; NO:
monoxyde d’azote; PAF t facteur activateur des plaquettes.
Plusieurs médiateurs cellulaires sont altérés durant la CEC. Ceux-ci
comprennent des hormones, autacoïdes, cytokines, électrolytes, anaphylotoxines et
substances paracrines. Ces substances sont impliquées dans la réponse
inflammatoire secondaire à la CEC. La concentration respective de ces substances
varie selon les études, les modèles animaux vs humains, les types de circuits utilisés
et les durées de circulation rendent difficile la compréhension des relations
complexes entre médiateurs et les cellules cibles durant la CEC. Plusieurs
substances restent également à découvrir.
Système de contact
Il consiste en 4 protéines : facteur XII (facteur d’Hageman), prékallikréine,
kininogène de haut poids moléculaire (HMWK) et le facteur XI. Après le contact
avec la surface du biomatériau, le facteur XII subit des changements de conformation
et lie le HMWK. Ce complexe protéolytique (facteur XIIa et HMWK) transforme la
prékallikréine en kallikréine et le HMWK en bradykinine (vasodilatateur à courte
action) pour ensuite relâcher le facteur XITa qui agit en boucle de rétroaction
positive. Le facteur XIIa — en présence de kallikréine et HMWK — transforme
également le facteur XI en facteur XIa, activant ainsi la cascade de coagulation
intrinsèque (voir plus bas). La kallikréine active les neutrophiles et la cascade
inflammatoire favorisant ainsi la production de radicaux libres et d’enzymes
protéolytiques. La kallikréine et la bradykinine stimulent le système fibrinolytique:
la kallikréine favorise la production de plasmine et la bradykinine entraîne la relâche
de 1’ activateur tissulaire du plasminogène par 1’ endothélium.
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Voies de coagulation intrinsèque, extrinsèque et commune
La voie de coagulation intrinsèque implique l’activation successive des
facteurs DC, VIII, X et V entraînant l’activation de la voie commune de coagulation
qui assure la transformation de la prothrombine en thrombine. Le facteur tissulaire
initie la voie de coagulation extrinsèque en activant le facteur VII en facteur Vila
lequel se combine avec les facteurs Va, calcium et la surface phospholipide pour
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figure 10. Voies de coagulation et de fibrinolyse. Les principales voies de la
coagulation sont subdivisées en système intrinsèque et extrinsèque. L’activation
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du facteur XII au contact d’une surface chargée négativement initie le système
de coagulation intrinsèque (la forme activée des facteurs de la coagulation est
indiquée par un « a »). Le système de coagulation extrinsèque induit la
formation d’un complexe constitué du facteur VI et du facteur tissulaire, lequel
est relâché suite à un traumatisme tissulaire. Quelques unes de ces réactions
dépendent des ions calciques. La thrombine est formée par un complexe
enzymatique appelé prothrombinase, composé du facteur X, du facteur V, de
phospholipides chargés négativement et d’ions calciques. Les voies d’activation
intrinsèque et extrinsèque de la cascade de la coagulation mènent à la formation
de thrombine, l’activation du fibrinogène, la relâche de fibrinopeptides, la
formation de fibrine soluble et finalement à la formation de fibrine insoluble par
le facteur XIII. Les principales réactions fibrinolytiques impliquent l’inhibition
de la fibrinolyse par l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène type 1 (PAl-i)
et de l’a-antiplasmine. La fibrinolyse est initiée par l’activateur tisulaire du
plasminogène (t-PA), l’activateur du plasminogèrne de type urinaire (uPA) et la
plasmine. La plasmine se lie à la surface de la fibrine pour initier la lyse de la
fibrine insoluble avec la formation secondaire de produits de dégradation de la
fibrinolyse. La plasmine liée à la surface de la fibrine est mieux protégée de
l’inhibition par l’a-antiplasmine que la plasmine circulante. (Tiré de : Kohier HP,
Grant PJ. Plasminogen-activator inhibitor type 1 and coronary artery disease. N Engi J Med
2000;342: 1792-1801.)
Le facteur tissulaire est une protéine liée à la membrane qui est exprimée
constitutionnellement par plusieurs types de cellules incluant l’adventice vasculaire,
la graisse, le muscle, l’épicarde, les monocytes activés et les cellules
endothéliales118’119”2° La voie de coagulation intrinsèque est activée primairement
dans le circuit de circulation extracorporelle alors que la voie de circulation
extrinsèque prédomine dans la plaie’ .
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Fibrinolyse
La thrombine circulante active les cellules endothéliales à produire
l’activateur tissulaire du plasminogène (t-PA), lequel se lie fermement à la fibrine’21.
Le t-PA transforme le plasminogène en plasmine lequel dégrade la fibrine (Figure
10, ci haut). La fibrinolyse est stimulée par la CEC. Elle est normalement contrôlée
par des protéases inhibitrices natives (a,-antiplasmine, Œ2-macroglobuline et
l’inhibiteur-l de l’activateur du plasminogène), lesquelles sont soit exprimées en
faible quantité durant la circulation extracorporelle ou ont une action lente.
Système du complément
Le système du complément est un des principaux mécanismes
immunologiques du processus inflammatoire secondaire à la CEC. Il consiste en
plus de 30 protéines impliquées dans la réponse immunitaire et le système primaire
de reconnaissance du soi et du non soi. Ses fonctions comprennent la médiation de la
réponse inflammatoire, l’opsonisation des particules antigéniques et l’attaque des
membranes des agents pathogènes. Les composantes du complément interagissent
entre elles, si bien qu’une réaction en entraîne une autre résultant en une
amplification importante du stimulus initial (phénomène de cascade). Près de la
moitié des protéines du complément sont des molécules régulatrices impliquées dans
le contrôle serré de cette amplification en cascade.
Le système du complément est activé à la fois par les voies classique et
alterne durant la circulation extracorporelle. Le contact avec la surface du circuit de
circulation extracorporelle active la voie classique du complément (reconnaissance
antigène-anticorps) via le Cl, C2 et C4 pour ensuite dégrader le C3 en C3a et C3b99.
La voie alterne est une voie primitive de rétroaction positive impliquant l’activation
successive des facteurs B et D par le facteur C3b entraînant la dégradation du C3
(Figure 11).
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Figure 11. Système du complément: voies classique et alterne. MAC: complexe
d’attaque membranaire. (Tiré de: Asimakopoulos G, Smith PLC, Ratnatunga CP, Taylor
KM. Lung injury and acute respiratory distress syndrome after cardiopulrnonary bypass.
Ann Thorac Surg 1999;68:1 O7—15.)
Puisque la voie alterne est amplifiée par le C3b, elle constitue la principale
voie impliquée durant la circulation extracorporelle. À la fin de la circulation
extracorporelle, le système du complément est activé fortement de nouveau lorsque
l’héparine est neutralisée par la protamine. Le voie commune finale du complément,
ou voie lytique, dans laquelle le C3b est l’enzyme active qui transforme le C5 en C5a
et C5b et finit par former le complexe d’attaque membranaire du complément (MAC)
composé du C6, C7, C$ et C9. Le MAC entraîne la formation de canaux
transmembranaux au niveau des membranes phospholipides des cellules par un effet
toxique direct. Ceci rend la cellule incapable de maintenir son équilibre osmotique et
biochimique et cause la lyse ou mort cellulaire’22. Les anaphylotoxines C3a, C4a et
C5a ont des propriétés vasoconstrictrices directes, augmentent la perméabilité
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vasculaire et entraînent la dégranulation des mastocytes et basophiles et la relâche de
nombreux médiateurs de l’inflammation dont l’histamine. Le C5a est un agoniste
important des neutrophiles (chémotaction, activation) entraînant la relâche
d’enzymes lysosomiales, de radicaux libres de l’oxygène et autres médiateurs
inflammatoires’23.
Plaquettes
Les plaquettes normales ont pour fonction d’adhérer aux cellules
endothéliales endommagées ou aux couches sous-endothéliales pour préserver
l’hémostase et l’intégrité des vaisseaux sanguins. L’adhérence est obtenue par des
ponts formés entre les molécules multimériques du facteur von Willebrand
endothélial et les récepteurs glycoprotéiques plaquettaires Glb. Les plaquettes sont
activées durant la circulation extracorporelle par le contact de surface, Phéparine, le
facteur activateur des plaquettes (PAF), mais surtout la thrombine circulante, un
agoniste puissant se liant à des récepteurs plaquettaires spécifiques’24. L’héparine
augmente la sensibilité des plaquettes aux agonistes solubles95, inhibe sa liaison avec
le facteur von Willebrand97 et augmente modérément les temps de saignement9596.
La circulation extracorporelle active les plaquettes via d’autres agonistes dont le
complément (C5b-9)125 la plasrnine’26”27, l’hypothermie 28.129 l’interleukine-61 30, la
cathepsine G, la sérotonine et l’épinéphrine.
Activées, les plaquettes subissent des changements de conformation,
expriment les récepteurs glycoprotéines GIIb/IIIa, surexpriment le GIb’31”32 et
sécrètent, dans des granules Œ, des récepteurs P-sélectine solubles et liés133. Les
récepteurs GIIb!IIIa lient presque instantanément les plaquettes et le fibrinogène, ce
dernier servant de pont entre les plaquettes, entraînant l’agrégation plaquettaire’34”35.
L’agrégat plaquettaire est stabilisé par un complexe de protéines thrombospondines.
Des études ont démontrées que les plaquettes de patients déficients en complexe
GIIb/IIIa ne se lient pas aux surfaces des biomatériaux du circuit dc CEC’36,
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suggérant que le complexe GIIb/IIIa est la principale glycoprotéine d’adhésion
associée à l’activation et agrégation plaquettaire secondaire à la CEC. Grâce à leurs
récepteurs P-sélectine, les plaquettes forment également des agrégats avec les
monocytes et neutrophiles133”37. L’adhésion plaquettaire au circuit de circulation
extracorporelle et la formation d’agrégats plaquettaire réduit le taux de plaquettes
circulantes, lequel est déjà réduit par la dilution entraînée par les solutions d’amorce
(priming) du circuit extracorporel.
Les plaquettes activées sécrètent plusieurs facteurs et protéines à partir de leur
granules incluant la thromboxane A2138, le facteur plaquettaire 4, la 3-
thromboglobuline’39, la P-sélectine’33, la sérotonine, l’adénosine diphosphate et
triphosphate, du calcium, des mitogènes, des hydrolases acides’4° et des protéases
neutres (Figure 12).
Figure 12: Interaction entre les produits plaqueftaires, la thrombine et I’endothélium.
Si l’endothélium est intact, plusieurs substances libérées des plaquettes, telles que
l’adénosine diphophate et triphosphate (ADP, ATP) et la sérotonine (5HT), ainsi que la
thrombine, provoquent la libération de prostacycline (PGI2) et de monoxyde d’azote (NO).









libérés vers la lumière du vaisseau sanguin pour prévenir I’adhésion/agrégation plaquettaire.
L’endothélium agit comme barrière physique empêchant l’accès au muscle lisse des produits
plaquettaires vasoconstricteurs, tels que la 5HT et la thromboxane A, (TXA2), lesquels sont
impliqués dans la phase vasculaire de l’hémostase lors d’un traumatisme endothélial. (Tiré
de : Vanhoutte PM. Dysfonctionnement endothélial et athérosclérose. Archives des
maladies du coeur et des vaisseaux 1997; 90:9-19.)
La thromboxane A2 est un produit de dégradation de l’acide arachidonique de
courte demi-vie qui contribue à la vasoconstriction et l’agrégation plaquettaire et
favorise le dysfonctionnent pulmonaire’4’ et myocardique’42 après la CEC. Les
prostaglandines comme la prostacycline (PGI2) et la prostaglandine E1 ont des effets
antagonistes à la thromboxane, mais ne sont pas sécrétées de façon préférentielle lors
delaCEC.
Cellules endothéliales
Les cellules endothéliales sont activées durant la circulation extracorporelle
par une multitude d’agonistes dont la thrombine, le C5a, diverses cytokines telles
l’interleukine-l et le facteur de nécrose tumorale (TNF)’43, l’hypoxie et les radicaux
libres de l’oxygène, et les lipopolysaccharides (endotoxines). Les cellules
endothéliales produisent la PGI2, du sulfate d’héparane, les protéases
thrombomoduline et nexin-1 — toutes deux impliquées dans la suppression de la
thrombine —, la protéine S — laquelle accélère les propriétés anticoagulantes de la
protéine C —, l’inhibiteur du facteur tissulaire — lequel contrôle la voie extrinsèque de
la coagulation —‘ et le t-PA. Les cellules endothéliales produisent des substances
vasoactives dilatatrices ou constrictrices (voir ci-haut). L’activation de
l’endothélium entraîne l’expression rapide de protéines de surface de la famille des
sélectines ainsi que du facteur tissulaire (procoagulant) (Figure 13).
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Figure 13. Interactions entre les cellules endothéliales, les plaquettes et les leucocytes. (Tiré
de: Paparella D, Yau TM, Young E. Cardiopulmonary bypass induced inflammation:
pathophysiology and treatment — An update. Eur J Cardiothor Surg 2002;2 1:232-244.)
La première à être exprimée est la P-sélectine, laquelle est mise en réserve et
préformée dans des corps de Weibel-Palade qui seront relâchés par exocytose
quelques minutes après l’activation endothéliale par l’histamine, la thrombine, les
radicaux libres ou le C5a. Celle-ci est suivie par l’expression de la E-sélectine. Les
protéines et les P-sélectine/E-sélectine sont impliquées dans l’adhésion et la
transmigration des neutrophiles dans l’espace extravasculaire. Les VCAM-1
(molécule d’adhésion aux cellules vasculaires) et ICAM-1 (molécule d’adhésion
intercellulaire) sont des immunoglobulines exprimées par les cellules endothéliales
servant de ligand pour les récepteurs CDY lb/CD1 $ sur les neutrophiles et
monocytes143’144.
Monoxyde d’azote
Le monoxyde d’azote (NO) est un facteur relaxant dérivé de l’endothélium
qui inhibe la coagulation et l’adhésion plaquettaire. Le NO a une courte durée
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forme inductible de NO synthase (iNOS) produit de grandes quantités de NO
pouvant entraîner une vasoplégie, c’est-à-dire une vasodilatation difficilement
réversible. La diminution d’expression de NO synthase de type endothélial (eNOS)
est liée au développement d’hypertension pulmonaire durant la CEC par la chute de
production constitutive de NO en réponse aux forces de cisaillement.
Endothéline
L’endothéline est un vasoconstricteur endogène puissant sécrété de façon
prédominante vers la fin de la CEC145 de façon proportionnelle à la durée de la
CEC’46. Par la hausse de pression artérielle qu’elle engendre, la postcharge
myocardique et donc le travail ventriculaire gauche sont augmentés. Dans un
contexte d’apport sanguin limité, cette surcharge de travail peut mener à de
l’ischémie myocardique et éventuellement à la nécrose myocardique147.
Neutrophiles
Les neutrophiles sont fortement activés durant la circulation extracorporelle.
Ceux-ci sont particulièrement sensibles aux forces de cisaillement qui causent la
destruction ou l’altération des fonctions des neutrophiles dont une diminution de leur
capacité d’agrégation, de migration chémotactique et de phagocytose’48. Les
neutrophiles sont activés via leurs interactions avec l’endothélium vasculaire
dysfonctionnel et sont responsables de plusieurs des séquelles du syndrome de
réponse inflammatoire secondaire à la CEC. L’activation de l’endothélium
vasculaire par la CEC entraîne l’expression de molécules d’adhésion favorisant
l’adhérence des neutrophiles, lesquels peuvent alors relâcher des protéases
cytotoxiques et radicaux libres de l’oxygène (Figure 13). L’activation endothéliale
systémique affecte les neutrophiles sur une large échelle, rendant les mécanismes de
contrôle locaux impuissants à contrôler l’ampleur de la réaction.
35
Les principaux agonistes des neutrophiles sont la kallikréine et le C5a,
lesquels sont produits par les systèmes de contact et du complément,
respectivement’49”50. Les autres agonistes actifs durant la circulation extracorporelle
comprennent le facteur XIIa, l’héparine, le leucotriène B4, l’interleukine-l 3,
l’interleukine-8, le TNF et le PAF. Durant la circulation extracorporelle, les
neutrophiles endommagent 1’ endothélium en relâchant des protéases neutres
(élastase), des enzymes lysosomiales, des myélopéroxydases, du peroxyde
d’hydrogène, des radicaux hydroxyls, de l’acide hypochloridrique, de l’acide
hypobromeux, des hydrolases acide, et des Les neutrophiles jouent
un rôle important dans les lésions d’ischémie-reperfusion et le syndrome de réponse
inflammatoire associé à la CEC.
Monocytes
Les monocytes activés expriment le facteur tissulaire, à la fois dans la plaie et
le circuit de CEC”9’152. Le sang en contact avec le champ opératoire atteint de
hautes concentrations de facteur Vila, de produits de dégradation de la prothrombine
et de monocytes exprimant le facteur tissulaire. Le retour de ce sang dans le circuit
de CEC par la succion de cardiotomie augmente donc l’expression du facteur
tissulaire dans le circuit. La balance entre les cytokines anti-inflammatoires
(interleukine- 10) et inflammatoires affecte le degré d’activation des monocytes
circulants et leur expression du facteur tissulaire.
Le nombre de monocytes circulants n’augmente pas durant la CEC, mais il
augmente par la suite pour atteindre un plateau 20 heures après
1’ intervention’53’ s” Les récepteurs cellulaires monocytaires [CD 11 b/CD 1$,
MCP- 1 (protéine chémotactique monocytaire- 1), 56] sont surexprimés
à la fin de la CEC et le facteur tissulaire est fortement exprimé 20 heures après
l’opération’57. Les monocytes forment des agrégats avec les plaquettes’33. Les
autres agonistes monocytaires comprennent le C5a, les complexes immuns, les
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endotoxines et les interleukine-l et lf3. Les monocytes produisent une variété de
cytokines impliquées dans la réponse inflammatoire à la CEC, particulièrement
1’ interleukine- 1 f3, 1’ interleukine-6 et le TNF-Œ153’1 ‘.
Lymphocytes
Le nombre de cellules B et T ainsi que la réponse des lymphocytes aux
mitogènes et autres agonistes est réduite durant les premières semaines suivant la
CEC’58”59”60. Cette diminution implique les cellules B, CD4+ (assistant/inducteur),
CD8+ (cytotoxique/suppresseur)’61162 ainsi qu’une augmentation du ratio
CD$+/CD4+’54”6° La production d’ interleukine-2 et d’ interferon-Œ154”62 et
l’expression des récepteurs d’interleukine-2’58 sont réduites. Ces changements sont
indépendants des transfusions sanguines16’ et signalent une diminution de la réponse
immunitaire.
Forces de cisaillement et Érythrocytes
Des forces de cisaillement (shear stress) sont générées par le passage répété
du sang dans le circuit de CEC, les pompes à galets ou centrifuges, les succions de
cardiotomie et de vidange ventriculaire, ainsi que par la cavitation générée autour de
l’extrémité de la canule aortique. Les érythrocytes sont endommagés durant la CEC
par les forces de cisaillement’63 ce qui altère leur déformabilité. La déformabilité
érythrocytaire réduite affecte le flot tissulaire, les propriétés rhéologiques du sang et
la concentration des pompes ioniques à la surface des érythrocytes avec
accumulation de cations intracellulaires164. Les membranes des érythrocytes sont
attaquées par le complexe d’attaque membranaire (MAC) généré par l’activation du
complément’15 La durée de vie des érythrocytes est donc réduite. La destruction
des érythrocytes entraîne la relâche de plusieurs produits dont: l’hémoglobine libre
qui affecte la fonction des tissus en augmentant la pression oncotique plasmatique et
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sa viscosité; des radicaux libres de l’oxygène cytotoxiques par autooxydation de
l’hémoglobine; de l’ADP/ATP qui affectent l’activité des plaquettes; et du potassium
qui augmente la susceptibilité aux arythmies. De plus, les membranes lipidiques des
érythrocytes lysés en circulation peuvent occlure les petits vaisseaux et mener à des
atteintes multisystémiques.
L’ ischémie-reperfusion
Les radicaux libres de l’oxygène sont responsables en grande partie des
lésions d’ischémie-reperfusion. La lésion ischémique survient lorsque l’apport
sanguin tissulaire est réduit ou suboptimal, lequel peut survenir durant la CEC. On
parle du paradoxe de l’ischémie-reperfusion lorsqu’une lésion d’ischémie encore
plus sévère survient au moment de la reperfusion. Le début de l’ischémie est marqué
par une déplétion des réserves cellulaires d’adénosine triphosphate en raison de sa
dégradation par l’hypoxanthine. Normalement, l’hypoxanthine est oxydée en
xaiithine par l’enzyme xanthine déshydrogénase, une réaction nécessitant la
conversion de NAD en NADH. Durant la période d’ischémie par contre, la xanthine
déshydrogénase est convertie en xanthine oxydase. Le métabolisme anaérobique
entraîne la production d’acide lactique et altère l’homéostase cellulaire avec une
perte des gradients ioniques transmembranaires.
La lésion de reperfusion est amorcée par une série d’évènements
biochimiques résultant en la production de radicaux libres dérivés de l’oxygène. La
diminution de l’oxygène entraîne la production d’anion superoxyde (O2) par les
neutrophiles notamment [02 + e —* 02’] lequel est apte à pénétrer les membranes
cellulaires où il est transformé en élément dérivé de l’oxygène encore plus toxique.
L’anion superoxyde peut réagir avec la superoxyde dismutase (SOD) pour former du
peroxyde d’hydrogène [H02 + O2 + H 02 + 11202]. Aussi, des changements
de structure du NO, notamment en présence de niveaux insuffisants de
tétrahydrobioptérine, peuvent mener à la production de peroxynitrites (00N0)
3$
[NO + 02 — OONO1’65, lesquels sont hautement toxiques pour l’endothélium’66
(Figure 14).
Le peroxyde d’hydrogène peut mener à la production d’acide
hypochloridrique par l’action des myélopéroxydases [11202 + CF —* 1120 + HOC1] ou
via l’interaction avec les sels de fer (réaction Haber-Weiss : [Fe2 + H202 —* Fe +
0W + 0H]) pour produire des radicaux hydroxyls (0W) hautement toxiques
réagissant avec plusieurs autres molécules. Il est bien démontré que la circulation
extracorporelle entraîne une hausse sérique des oxydases, telles les
myélopéroxydases, et des produits de dégradation des radicaux libres. L’un de ces
produits est le malondialdéhyde (MDA), un produit de dégradation des lipides qui
augmente de façon marquée dans le sang après la CEC167.
Figure 14. Ischémie-reperfusion et formation de radicaux libres de l’oxygène au lieu du
monoxyde d’azote et état de déplétion de tétrahydrobioptérine. ADP/ATP: adenosine
di/triphosphate; NO: monoxyde d’azote; NO-S: synthase du monoxide d’azote; 02: anion
superoxyde; 0N00: peroxynitrites. (Tiré de: Seccombe Jf, Schaff HV. Coronary artery
endothelial function after myocardial ischemia and reperfusion. Ann Thorac Surg
1 995;60:778-788.)
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Les radicaux libres de l’oxygène affectent les fonctions et la réactivité
endothéliale sur plusieurs plans. L’anion superoxyde cause une vasoconstriction
excessive par un effet de stimulation direct des cellules musculaires lisses
vasculaires’66. Les radicaux libres peuvent agir comme chélateurs du NO sécrété à
partir des cellules endothéliales’68. Les peroxynitrites (OONO) à haute
concentration sont directement cytotoxiques par nitrosylation des résidus tyrosine.
Durant la CEC, les périodes prolongées de flot non pulsatile, les arrêts circulatoires
et le choc cardiogénique peuvent entraîner une ischémie diffuse des organes
cibles’°9”69. Cette lésion ischémique entraîne la relâche de cytokines et radicaux
libres de l’oxygène par les cellules endothéliales, les macrophages et les monocytes
tels que décrit ci-haut.
Deux autres sources importantes de radicaux libres dans la génèse de la
dysfonction de l’endothélium vasculaire sont: (1) la eNOS dysfonctionnelle
disposant de quantités insuffisantes de tétrahydrobioptérine (3114) ou de L-arginine et
(2) les NADPH oxydases’70. L’administration exogène de 3114 inhibe la production
de O2 par la eNOS dysfonctionnelle, rétablit la production de NO et corrige la
dysfonction endothéliale. Les NADPH oxydases génèrent de grandes quantités de
radicaux libres et sont exprimées dans plusieurs types cellulaires non phagocytaires,
incluant les cellules endothéliales et du muscle lisse vasculaire, les fibroblastes et les
cardiomyocytes. L’expression et/ou l’activité des NADPH oxydases peuvent être
stimulées par de nombreux stimuli dont l’angiotensine II, le facteur de nécrose
tumorale (TNF-Œ) et les forces de cisaillement. Tous ces mécanismes sont
opérationnels en situation de CEC.
Endotoxémie
L’endotoxémie est une autre cause d’ischémie-reperfusion. Les endotoxines
sont produites par des bactéries gram négatives. Elles sont détectées en haute
concentration dans la circulation systémique après la CEC’71. Les endotoxines sont
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des stimulateurs puissants des cellules endothéliales, du complément et des
macrophages. Le mécanisme de l’endotoxémie suivant la CEC est inconnu, mais on
croit que les endotoxines proviendraient de la translocation de bactéries au niveau
des intestins durant les épisodes de stress et de l’ischémie splanchnique associé à une
dysfonction des cellules de Kupffer172”73. Les endotoxines ont un effet vasoplégique
systémique (chute des résistances systémiques comme dans le sepsis) ainsi qu’un
effet inotropique négatif causé par désensibilisation des récepteurs adrénergiques 13i
ou par une réaction couplée aux protéines-Gs et protéines-Gi chez le rat174. Cette
endotoxémie est un des principaux activateurs du complément et de formation de
TNFŒ.
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Ainsi, la circulation extracorporelle engendre une réaction majeure qui
touche plusieurs systèmes simultanément. Durant cette dysfonction multisystémique,
1 ‘endothélium est une des cibles de choix. L ‘endothélium coronaire et pulmonaire
subit plusieurs altérations pendant et après la CEC. L ‘ischémie est plus marquée au
niveau de Ï ‘endothélium pulmonaire, le sang étant dévié du lit vasculaire pulmonaire
(bien que perfusés minimalement par les artères bronchiques systémiques). Les
forces de cisaillement, 1 ‘altération de la rhéologie du sang, la non pulsatilité, les
périodes d’instabilité hémodynamique et les arrêt circulatoires affectent la qualité de
perfusion des lits vasculaires coronaires et périphériques. L ‘endothélium coronaire
reçoit un sang oxygéné, mais chargé de cytokines proinjiammato ires. Après la CEC,
1 ‘endothéÏium coronaire subit un stress oxydatf important dû à la production de
radicaux libres suite à la reperfusion des territoires ischémiques avec du sang
oxygéné. Bien que la base moléculaire de la dysfonction endothéliale secondaire à
la circulation extracorporeÏÏe ne soit pas complètement élucidé, le mécanisme
central pourrait être la diminution de 1 ‘activité biologique du NO et/ou de sa
biosynthèse. Le rétablissement de niveaux normaux de NO dans les artères affectées
est un but thérapeutique majeur et pourrait être atteint à l’aide de plusieurs classes
de médicaments dont les donneurs de NO, la L-Arginine, la tétrahydrobioptérine
(BI-I4), les statines, les inhibiteurs de 1 ‘enzyme de conversion de Ï ‘angiotensine, les
antioxydants et l’hormonothérapie de remplacement en oestrogènes’75. La 3H4
représente une approche prometteuse dans la prévention et le traitement de la
dysfonction endothéliaÏe. Les caractéristiques du 3H4 sont décrites dans la section
suivante et son effet sur la dysfonction endothéliale des artères coronaires porcines
fait l’objet de 1 ‘étude présentée au Chapitre III.
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EFFETS DE LA TÉTRAHYDROBIOPTÉRINE
La 5,6,7,8-tétrahydroptérine (BH4) est un cofacteur important des hydrolases
aromatiques aminoacides’76 ainsi que des trois isoformes de la NO synthase8. La
BI-14 aide à stabiliser la forme dimérique active de la NO synthase en augmentant son
affinité pour la L-Arginine et en dirigeant le flot des électrons de la NO synthase vers
la L-Arginine’75”77. La 3H4 agit principalement au niveau de l’endothélium et plus
de 60% de la 3H4 retrouvée dans les artères se situe au niveau de l’endothélium’78.
La biosynthèse de BI-14 implique soit la voie de novo dans laquelle la GTP
cyclohydrolase I est l’enzyme limitante179, ou bien la voie de secours qui utilise
l’enzyme dihydrolate réductase, avec la sepiaptérine comme étape intermédiaire’80.
L’inhibition de la biosynthèse de BH4 par l’inhibiteur de la GTP cyclohydrolase, le
2,4,-diamino-6-hydroxypyrimidine (DAHP), entraîne une vasorelaxation causée par
le peroxyde d’hydrogène’8’ et pourrait compenser la diminution de production de NO
en l’absence de BH4182. Le métabolisme de la BH4 est peu connu et son catabolisme
semble très rapide in vivo. Les artères basilaires canines incubées avec le DAHP
perdent plus de 95% de la 3H4 intracellulaire183. Des études récentes suggèrent
également que tes niveaux intracellulaires de 3H4 sont réduits après l’ischémie
reperfusion’ ‘.
La BH4 sert de composé réducteur actif sur la NO synthase en fournissant les
électrons nécessaires à l’oxygène. Durant la synthèse de NO, l’activation par
l’oxygène de la portion hème de la NO synthase implique un transfert séquentiel de 2
électrons à la portion hème pour former l’hème-oxo et l’hème-peroxy, lesquels sont
responsables de catalyser l’hydroxylation de la L-Arginine’8. La 3H4 est une source
cinétiquement privilégiée d’électrons. Des niveaux abaissés de 8114 nuisent à la
production de NO et provoque un changement de conformation de la NO
synthase et un défaut de couplage de la NO synthase avec la 8114186, lequel
pourrait être impliqué dans la dysfonction endothéliale secondaire à la CEC.
En situation de déplétion de BI-14, les hème-oxy et hèrne-peroxy deviennent
instables et entraînent la relâche d’anion superoxyde et de peroxyde d’hydrogène’65,
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deux radicaux libres ayant des effets cytotoxiques direct sur l’endothélium’66. Des
trois isoformes de la NO synthase. la NO synthase constitutive dérivée de
I’endothélium (eNOS) est la plus fortement couplée à la 3II4187, ce qui suggère que
les formes neuronales (nNOS) et inductibles (iNOS) de la NO synthase sont
potentiellement des sources plus importantes de radicaux libres. La 3H4 protège la
NO synthase de la rétroaction négative du NO sur celle-ci’88. Les mécanisme
antioxydatifs proposés de la BH4 sont (1) couplage/activation de la NO synthase pour
permettre la production de NO au lieu de radicaux libres’89; (2) l’inhibition directe
dose-dépendante de la production d’anions superoxyde par l’oxydase
hypoxanthine/xanthine’77”90; et (3) effet de vidange des radicaux libres par effet de
réduction directe par la 34I9•
La tétrahydrobioptérine (3H4) est seulement active dans sa forme réduite et
s’autoxyde en présence de hautes concentrations de radicaux libres, la rendant
fonctioimellement inefficace comme antioxydant’92”93. Ainsi, malgré des
concentrations possiblement adéquates de 31-14, ses rôles en tant qu’antioxydant et
catalyseur de la formation de NO deviennent limités. Normalement, il y a un
équilibre entre la production de NO et celle des radicaux libres de l’oxygène. Cet
équilibre est maintenu en partie par l’action de la BH4. Il a été proposé que la 3114
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Figure 15. Régulation de l’activité de la synthase endothéliale du monoxyde d’azote
par b tétrahydrobioptérme dans la maladie vasculaire. A: Au niveau de l’endothélium
sain, la disponibilité de la tétrahydrobïoptérine (BH4) n’est pas limitée. La production de
monoxyde d’azote (NO) par la synthase endothéliale du monoxyde d’azote (eNOS) est
appropriée pour permettre la régulation de multiples réactions biologiques anti
athérogéniques. La production d’anion superoxyde (02) et de peroxynitntes (0N00) est
minimale. B: Dans les états de maladie vasculaire causés par le diabète, l’hypertension
artérielle ou l’hypercholestérolémie, la production d’02 par les oxydases est grandement
augmentée. La production de NO n’est initialement pas affectée, mais sa biodisponibiité est
réduite puisqu’il est chélaté par l’02, ce qui favorise une production accrue de ONOO. C:
Les ONOO et autres radicaux libres dérivés de l’oxygène oxydent la BI-I4 en BH2 et
biopténne, ce qui entraîne une diminution de la biodispombilité de la BH4 et favorise un
défaut de couplage de la BH4. La eNOS produit alors 1’ O au lieu du NO ce qui contribue
au stress oxydatif vasculaire et réduit encore plus la biodisponibifité du NO. (Tiré de: Mp
Ni, Channon KM. Regulation of endothelial mtric oxide synthase by tetrahydrobiopterin in
vascular disease. Arterioscler Thromb Vase Biol. 2004;24:l-9.)
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On sait que les cytokines proinflammatoires induisent la production de BI-14
en stimulant la synthèse et l’activité enzymatique de la GTP cyclohydrolase,
l’enzyme limitante de la biosynthèse de BH4 au niveau des cellules endothéliales
vasculaires’95’196. À des concentrations trop élevées, la BH4 endogène libre (non liée
au NO) s’autoxyde et induit un stress oxydatif en favorisant la production de
radicaux libres tels l’anion superoxyde’97. Cette autooxydation de la BH4 est inhibée
par la superoxyde dismutase (Cu,Zn-SOD). La nécessité de concentrations optimales
de BH4 est donc très importante in vivo.
L’administration de BH4 de par ses effets antioxydants et de
productionlstabilisation du NO, améliore la vasomotricité dépendante de
l’endothélium dans plusieurs états pathologiques incluant la maladie
coronarienne’98” 99,200, l’hypertension artérielle201, 1 ‘hypercholestérolémie202’203, le
diabète204’205 et le tabagisme206, l’ischémie-reperfusion des artères coronaires184’207’208
et après transplantation pulmonaire209, l’hypertrophie ventriculaire gauche21° et la
dysfonction endothéliale induite par les agents immunosuppresseurs dont la
cyclosporine2’ . Les effets bénéfiques de l’administration exogène de BH4 suggèrent
fortement que des concentrations insuffisantes de BH4 endogène sont associées à ces
états pathologiques. Les effets bénéfiques de la BH4 sont démontrés chez le
porc’99’209, le chien’78’181, le rat201’204’207’212 et l’humain198’199’200’203’205’207; et ce dans
plusieurs lits vasculaires dont les artères coronaires épicardiques’84”98’203 et
endocardiques (microvascularisation)199, l’aorte204, les artères brachiales202’205,
cérébrales’78, rénales212 et pulmonaires209. Les effets de la BH4 sur la dysfonction
endothéliale coronarienne suite à la circulation extracorporelle n’ont pas été étudié.
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Autres antioxydants
SOD/Catatase. La superoxyde dismutase (SOD) et la catalase sont des
chélateurs de radicaux libres. Leurs effets ont été étudiés et comparés à ceux de la
BH4 dans un modèle d’ischémie-reperfusion207. Le complexe SOD/Catalase permet
de chélater les radicaux libres durant les périodes d’ischémie et de reperfusion et de
diminuer les dommages myocardiques secondaire à l’ischémie-reperfusion. Le
complexe $OD/Catalase permettrait de diminuer le catabolisme du NO par les
radicaux libres, dont l’anion superoxyde, mais ne semble pas agir directement au
niveau de la NO synthase pour améliorer son activité à l’instar de la 3H4.
L-Arginine. La L-Arginine est un substrat essentiel pour la synthèse du NO.
La combinaison de la L-Arginine et de la BH4 pourrait avoir un effet synergique213.
Acide ascorbique. La vitamine C ou acide ascorbique est un antioxydant
aussi puissant que la BH4 sur une base moléculaire. Des études in vitro ont suggéré
que l’acide ascorbique exerçait ses effets par une augmentation des concentrations et
une stabilisation chimique de la 3114, stimulant ainsi la synthèse de NO214’2t5. Cette
protection de la BH4 par l’acide ascorbique n’a toutefois pas été démontrée in vivo.
Par exemple, l’aide ascorbique ne permet pas d’améliorer les lésions mécaniques et
métaboliques induites par l’ischémie-reperftision comparé à la BH4207.
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DYSFONCTION ENDOTHÉLIALE DES ARTÈRES
CORONAIRES SUIVANT LA CIRCULATION
EXTRACORPORELLE
Des expériences récentes dans notre laboratoire ont documenté et caractérisé
la survenue d’une dysfonction endothéliale au niveau des artères coronaires12 et des
artères pulmonaires216 suite à l’utilisation de la circulation extracorporelle.
Au niveau des coronaires, la contraction d’anneaux artériels suite à
l’exposition au chlorure de potassium (KC1) est de moindre amplitude suite à une
CEC. Les doses de prostaglandine f2 (vasoconstricteur indépendant de
l’endothélium) pour obtenir une contraction sont plus élevées pour un anneau exposé
à une CEC que pour un anneau contrôle, probablement suite à une expression
augmentée d’iNOS qui, en produisant de hautes quantités de NO, diminue la
sensibilité aux agents vasoconstricteurs. On remarque aussi que les relaxations
dépendantes de l’endothélium suite à une stimulation par l’acétylcholine (ACh), dont
les récepteurs sont couplés aux protéines-Gi (sensible à la toxine de la coqueluche)
sont altérées de façon marquée. Cette diminution de sensibilité s’explique
possiblement par un découplage fonctionnel entre le récepteur et la voie effectrice
(protéines-Gi). De plus, les relaxations dépendantes de l’endothélium qui suivent la
stimulation par bradykinine (BK) couplée aux protéines-Gq (insensibles à la toxine
de la coqueluche) sont diminuées de façon moins importante suite à la CEC. Le
découplage entre le récepteur et les protéines-G serait donc sélectif à la voie de
production du NO couplée aux protéines-Gi. Cette atteinte sélective de la voie des
protéines-Gi est comparable à celles observées dans des modèles d’ischémie
reperfusion225’226, d’ endothélium régénéré, d’hypercholestérolémie et
d’athérosclérose chronique227, de rejet après transplantation cardiaque228’229 et de la
dysfonction endothéliale induite par les immunosupresseurs230.
Chez le porc, le blocage de la synthèse du NO par le L-NMMA, un inhibiteur
spécifique, n’inhibe pas totalement la relaxation dépendante de l’endothélium lors de
la stimulation à la bradykinine. De plus, l’AMPc (impliquée dans la voie de la
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prostacycline) est exprimée de façon plus marquée chez les porcs ayant subi une
CEC. Ces deux constatations appuient la théorie de la compensation par d’autres
facteurs vasorelaxants dépendants de 1’ endothélium, notamment la prostacycline et
1’EDHf, lors d’une atteinte de la voie du NO. Finalement, la concentration de GMPc
est diminuée dans la paroi des artères coronaires des porcs soumis à la CEC en
comparaison aux porcs qui n’ont pas subi de chirurgie avec CEC, ce qui concorde
aussi avec une diminution de la production de NO par l’endothélium suite à la CEC.
Les étiologies suspectées de cette chute en GMPc, effecteur terminal de la voie du
NO, sont une hausse de radicaux libres suivant la CEC et/ou une diminution de la
production de NO. L’exposition à une CEC de 90 minutes suivie de 60 minutes de
reperfusion entraîne donc une altération fonctionnelle des artères coronaires, mais
l’intégrité morphologique de l’endothélium est conservée telle que démontrée par




La CEC est impliquée dans le syndrome de réponse inflammatoire
systémique suivant la chirurgie cardiaque. La CEC active le système de contact, les
voies du complément, les leucocytes, plaquettes et cellules endothéliales entraînant la
relâche de multiples cytokines. protéases, leucotriènes, métabolites de l’acide
arachidonique et radicaux libres de l’oxygène. Dans un modèle porcin de CEC, nous
avons démontré que (1) la fonction endothéliale des artères pulmonaires216 et des
coronaires épicardiques12 est perturbée suivant la CEC ; (2) celle-ci est associée à
une diminution du guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et une augmentation
de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), lesquels sont impliquées dans les
voies de transduction des agents relaxants de l’endothélium (NO, PGI, EDHF) au
niveau des lits vasculaires pulmonaire et coronaire; et (3) la CEC augmente le stress
oxydatif et altère par le fait même la biodisponibilité du NO. Au niveau de
l’endothélium des artères pulmonaires et coronaires soumises à la CEC, les
relaxations médiées par les récepteurs couplés aux protéines-Gi semblent touchées
plus précocément et plus sévèrement que la voie médiée par les protéines-Gq. La
tétrahydrobioptérine (BH4) est un cofacteur essentiel de la biosynthêse du NO et
pourrait expliquer ce phénomène de dysfonction endothéliale des artères coronaires
épicardiques suite à la CEC.
Nous avons donc émis comme hypothèse que la CEC induit un état de
déplétion et de diminution d’activité de la 3H4 endogène, laquelle serait responsable
du défaut de couplage de la synthase du NO, de la dysfonction endothéliale des
artères coronaires épicardiques et de la production de radicaux libres. L’objectif de
ce projet était de vérifier si l’administration in vitro de 3H4 améliore la relaxation

















Figure 16: Défaut de couplage de ta synthase endothétiate du monoxyde d’azote causé
par une déplétion de la tétrahydrobioptérine et une augmentation du stress oxydatif
suite à la circulation extracorporelie et ses effets sur la vasomotricité. (-): inhibe; BH4:
téirahydrobioptérine; CEC: circulation extracorporelle; eNOS: synthasc endothéliale du
monoxyge d’azote; H202: peroxyde d’hydrogène; L-Arg: L-Arginine; L-Cit: L-Citrullme;
NO : monoxyde d’azote; 02: oxygène ; OONOE: peroxynitrites.
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Effect of tetrahydrobiopterin for coronary endothelial
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ABSTRACT
Background: The endothelial function of epicardial coronary arteries is
impaired following exposure to cardiopulmonary bypass (CPB) and is associated
with a decrease in cyclic guanosine monophosphate (cGMP) release and increased
oxydative stress. Tetrahydrobiopterin (BH4) is a potent antioxydant and an essential
cofactor of nitric oxyde biosynthesis. We hypothesize that CPB induce a state of
depletion and decreased activity of the endogenous BH4 responsible for the NO
synthase uncoupling and the coronary arteries endothelial dysfunction. The objective
of this study was to assess if the in vitro administration of BH4 improves the
endothelium-dependent relaxation of coronary arteries in a swine model of CPB.
Methods: Swine underwent 90 min ofCPB followed by a 60 min period afier
CPB weaning. Afier contraction with prostaglandin F2c, endothelium-dependent
relaxations of epicardial coronary artery rings to serotonin — which binds to 5HTID
receptors coupled to Gi-proteins — and bradykinin (B2 receptors coupled to Gq
proteins) were studied in the presence or absence of BI-T4 using standard organ
chamber experiments.
Resuits: CPB caused a statistically significant reduction of endothelium
dependent relaxations to serotonin (Emax [5HT]: 53% + 4% vs 28% + 4% for control,
p < 0.001) and bradykinin in coronary arteries. BH4 supplementation improved the
endothelium-dependent relaxations to serotonin and bradykinin. Endothelium
independent relaxations to sodium nitroprussiate were unaltered.
Conclusion: In vitro treatment with BH4 improves the endothelial
dysfunction in porcine epicardial coronary arteries associated with CPB. BH4 could
play an important role in preventing and treating the systemic endothelial
dysfunction resulting from CPB.
Word count: 244
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Cardiopulmonary bypass (CPB) contributes to the systemic inflammatory
response following cardiac surgery. CPB activates the contact system, complement
pathway, coagulationlfibrinolysis systems, leukocytes, platelets and endothelial celis
to stimulate release of multiple cytokines, proteases, leukotrienes, arachidonic acid
metabolites and oxygen free radicals. Recent research from our group has shown
that the endothelial function of swine pulmonary arteries2t6 and epicardial coronary
arteries12 are impaired following cardiopulmonary bypass and are associated with a
decrease in cyclic guanosine monophosphate (cGMP) release, increase in cyclic
adenosine monophosphate (cAMP) levels and increased oxydative stress. These
results suggest impairment in nitric oxyde (NO) bioavailability and/or activity.
The normal vascular endothelium is a selective non-tbrombogenic barrier
actively involved in the cardiovascular homeostasis by virtue of its roles in
membrane permeabiÏity, lipid transport, vascular tone, regulation of neutrophil and
platelet adhesion, vascular smooth muscle celis and fibrocytes proliferation.
coagulation and fibrinolysis. Normal endothelial vasomotion results from an
equilibrium between endothelium-dependent relaxing factors, sucli as NO,
prostacyclin and the endothelium-dependent hyperpolarizing factor (EDHF), and
endothelium-dependent contracting factors, such as superoxyde anions,
endoperoxydes, thromboxane A2 and endothelin. Owing to its unique position at the
blood-organ interface, the endothelium is the primary target for secondary lesions
due to hypertension. atheroscÏerosis, diabetes. ischemia-reperfusion. and
cardiopulmonary bypass.
NO biosynthesis from L-Arginine by NO synthase requires several cofactors
including NADPH, Ca2/ca1modulin, flavin nucleotides and tetrahydrobiopterin
(3H4)217 Tetrahydrobiopterin (3H4) is an essential cofactor of nitric oxyde
biosynthesis. Diminished levels of 3H4 lead to an uncoupling of NO synthase
(NOS), with a shift towards production of peroxynitrites (OONO) and hydrogen
peroxyde (3202)165.218, two oxygen free radicals with direct cytotoxic effects on the
endotheliurn166. 3H4 is modutated by the redox state of cells, which is influenced by
free radicals and associated oxydant injury. BH4 supplementation promotes NO
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production and others antioxydant effects known to improve endothelium-dependent
vasomotion in a number of pathological states inciuding coronary artery
disease’ 98200, hypercholesterolernia203. ischernia-reperfusion’82’208 and diabetes205.
Since the endothelial dysfunction foilowing CPB is associated with an impairment of
NO expression and/or activity and an increased state of oxydative stress, we tested
the hypothesis that (1) endogenous 3114 is decreased during CPB leading to an
uncoupling of NOS and perpetuated oxydative stress, and (2) in vitro 3H4




Ail experiments were perforrned using Landrace swine (McGiii University,
Montreai, Canada) of either gender weighing 27 ± 3 kg. Animais were maintained
and tested in accordance with the recommendations of the guideiines on the care and
use of iaboratory animais issued by the Canadian Council on Animal Research and
the guideiines of the Animai Care, and the research protocol was approved by a local
ethics committee.
Anaesthesia was induced with an intramuscular injection mixture of ketamine
hydrochioride (kataiean® 20 mg/kg; Bimeda MTC, Cambridge, ON, Canada) and
xylazine (rompun® 4 mg/kg; Bayer inc., Toronto, ON, Canada). Swine were
mechanicaiiy ventiiated with an 02/air mixture (5:3) at 1$ breaths/minutes and a tidal
volume of 10 ml/kg. Anaesthesia was maintained with 1% isoflurane inhalation
(Abbott Laboratories Limited, Saint-Laurent, QC, Canada). Arterial and mixed
venous blood gases were obtained at regular intervals during the experiment and
maintained within physiological limits by adjusting the inspired oxygen fraction
(Fi02), ventilation rate and tidal volume. The electrocardiogram was recorded from
five subcutaneous precordial and limb electrodes. Blood oxygen saturation and heart
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rate were also recorded by pulse oxymetry (Oxismart XL, Nelicor Puritan Bennett
Inc, Pleasanton, CA).
Experimental Groups
Grotzp 1: ControL After skin preparation, the heart was exposed via a
median sternotomy. Heparin 300 UI/kg (Leo Pharma, Inc., Ajax, ON) was given
intravenously. After 1 hour of general anaesthesia with 1% isoflurane, the animal
was exsanguinated and the heart harvested.
Group 2: Cardioputmonary bypass wit!t or witltout in vitro
tetrahydrobiopterin. Afier skin preparation and draping with sterile fields, the
intemal carotid artery and both jugular vein were cannulated (Avanti®+ introducer,
Cordis corporation, Miami, fia). A cystostomy was performed for urine output
measurement. A median stemotomy was performed and the pericardium opened for
exposure ofthe heart.
Afier heparin administration (300 UI/kg; Organon teknika, Toronto, ON,
Canada), a double purse string was placed on the proximal ascending aorta and a
single purse string on the right atrium. A blood sample was drawn and proper
anticoagulation assessed with an activated coagulation time (ACT) (Hemochron 401,
Technidyne, Edison, NJ). When the ACT was superior to 400 seconds, the aorta and
right atrium were cannulated respectively with a 20-fr and a 29-fr cannulas
(Medtronic DLP cannula, Minneapolis, MN), and the CPB was initiated thereafier.
The CPB circuit consisted of a hollow liber membrane oxygenator with incorporated
filtered hardshell venous reservoir (Monolyth, Sorin, Irvine, CA), a heater-cooler and
a roller purnp (Sams 7000, Ann Harbor, MI). The circuit was primed with pentaspan
500 ml (10% Pentastarch; DuPont Pharma mc, Mississauga, ON, Canada), lactated
Ringer’s 350 ml, heparin 5000 UI, mannitol 6.25 g and sodium bicarbonate 15 mEq.
After stabilization on CPB, ventilation was stopped. Anaesthesia was maintained
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with a continuous infusion of propofol (50-150 ig/kg/min; Abbott Laboratories
timited, Saint-Laurent, QC, Canada).
Afier initial stabilization, the pump flow was adjusted to obtain a cardiac
index of more than 2.4 L/minlm2 and assessed by arterial and venous gases to
maintain a rnixed venous saturation above 60%. The mean arteriai pressure was
maintained between 45 and 65 mmHg with crystalloid (lactated Ringer’s). No
vasopressor dmgs or sodium bicarbonate werc used during the experiment. The
temperature was allowed to drifi to 3 6°C. The heart was left beating, empty. No
aortic cross-ciamping or cardioplegia was used. Before CPB weaning, swine were
rewarmed to 3 8°C. After 90 minutes of CPB, mechanicai ventilation and isoflurane
anaesthesia were reinstituted and CPB was weaned. No protamine was given due to
its cardiovascular effects sucli as complement activation2t9 and NO production220.
Normal circulation was restored for 60 minutes, at which time the animal was
exsanguinated. The beating heart was excised and immediateiy immersed in a
modified Krebs-bicarbonate solution at 4°C (composition in mmoi/L: NaC1 118.3,
KCI 4.7, MgSO4 1.2, KH2PO4 1.2, glucose 11.17 CaCY2 2.5, NaHCO3 25 and
ethyienediaminotetraacetic acid 0.026).
Hemodynamic data
The carotid catheter was used to measure the mean systemic biood pressure
(MAP). After jugular cannulation and median stemotomy, a 7.5 f four-lumen $wan
Ganz thermodilution catheter (Edwards Lifesciences LLC, Irvine, CA) was guided in
the pulmonary artery. Hemodynamic data and arteriovenous gases were obtained at
six predefined times during the experiment: preoperatively (before placement of the
purse string), during CPB at 15, 45 and 75 mi and postoperativeiy at 30 and 60
min. Ail pressure values were obtained using calibrated and balanced transducers
zeroed at the mid-chest level and recorded using a multichannel recorder (Solar
$000, GE Marquette Medicai Systems Inc., Milwaukee, WI). The thermodilution
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catheter was used to measure cardiac output (CO), mean puÏmonary artery pressure
(MPAP), pulmonary capillary wedge pressure (PCWP) and central venous pressure
(CVP), obtained both before and afier CPB when the normal circulation was
restored.
Cardiac output was calculated as the area under the thermodilution curve.
During CPB, the CPB systemic blood flow was used to estimate the CO considering
that the heart contributes minimally to the systemic blood flow during CPB with
adequate venous decompression and a competent aortic valve. Cardiac index (CI)
was derived as the CO divided by the body surface area (B$A), where
BSA = 0.0974 x Weight(kg)°633 according to Brody’s swine body surface area
equation221. Pulmonary vascular resistance index (PVRI) and systemic vascular
resistance index (SVRT) were calculated using the following relationship:
PVRI = (MPAP—PCWP)x 79.92/CI and SVRI (MAP—CVP)x 79.92/CI, where
79.92 is a constant for converting to absolute units and are expressed in
dynes sec. m2 /cm . Lefi ventricular stroke work index (LVSWI) was calculated as
follow: LV$WI = (MAP — PCWP)x $VI x 13.6, where 13.6 is a constant for
converting pressure and volume to units of work and is expressed in mg . m/m2
Oxygen extraction ratio (O2ER) was calculated as the ratio of oxygen uptake (VO2)
to oxygen delivery (DO2), where VO2 = CI x 13.4 x Hb x ($a07 — $v02) and
DO, = CI x 13.4 x Hb x $a07. Haemoglobin in gIL (Hb), lactatemia, arterial oxygen
saturation ($a02) and mixed venous oxygen saturation (Sv02) were obtained from
simultaneous blood gases taken directly from the aorta and right atria, respectively.
Vascular reactivity studies
Less than 10 minutes after heart excision, epicardial coronary arteries were
dissected free of the surrounding myocardium and epicardial fat, and were divided
into rings 4 n-m-i in length. A total of 16 coronary arterial rings were harvested.
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Rings from the left anterior descending and circumflex coronary arteries were used
randomly. The vascular reactivity was studied in organ chambers fihÏed with
modified Krebs-bicarbonate solution at 37°C with 95% 02 and 5% C02. The rings
were suspended between two metal stirrups, one being coimected to an isometric
force transducer. Data were collected with data acquisition software (IOX 1.203;
Emka mc, Paris, france).
Each arterial rings was stretched to the optimal point of its active length
tension curve (usually 4 g) as determined by measuring the contraction to potassium
chloride (KC1, 30 mol/L) at different levels of stretch. The maximal contraction of
rings was obtained with addition of KC1 (60 mmol/L) and the baths were washed
twice with modified Krebs-bicarbonate solution. The studies were performed in the
presence of ketanserin (1 OE6 mol/L. incubated 40 minutes before the addition of
serotonin to competitively block serotonin 5H12 receptors), indomethacin (iOE5
mol/L, to exciude the production of endogenous prostanoids) and propranolol (1 0
mol/L, to prevent the activation of 3-adrenergic receptors). After 45 minutes of
stabilization, prostaglandin F (range 2 x 1 W6 to 3 x 1 0 mol/L) was added to obtain
a contraction averaging 50% of the maximal contraction to KC1 (60 mmol/L). In
paired experiments, half of the preparations were incubated with tetrahydrobiopterin
(150 U/mL) 45 minutes before exposure to PGF2Œ.
The N0-mediated relaxation pathway was studied by constructing
concentration-response curves to serotonin (5-hydroxytryptamine (5 HT) creatinine
sulfate, 100 to 10 mol/L; an agonist coupled to Gi-proteins that binds to 5HTID
receptors), and to bradykinin (3K) (1W12 to I W6 mol/L; an agonist coupled to Gq
proteins receptors leading to the release of NO and the endothelium-derived
hyperpolarizing factor). At the completion of serotonin testing. the rings were left to
recontract until a plateau was reached. then BK testing was initiated for each ring.
At the end of the experiment, endothelium-independent relaxations were
studied with sodium nitroprusside (SNP, 1 0 mol/L, a nitric oxyde donor) to study
the integrity of vascular smooth muscle celis.
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Drugs
Ail solutions were prepared daily. Indomethacin, ketanserin, 5,6,7,8-
tetrahydrobiopterin, 5 -hydroxytryptamine creatinine sulfate (serotonin), bradykinin
and sodium nitroprusside were purchased from Sigma Chemical Co. (ON, Canada).
Propranolol was purchased from Biomol Research Laboratories Inc. (Plymouth
Meeting, PA) and prostaglandin f2Œ was obtained from Cayman Chemical Company
(Ann Arbor, MI).
Statistical Analysis
Data are expressed as mean ± standard error to the mean (SEM). Repeated
measures ANOVA studies were performed to compare hemodynamic and
biochemical data. The Newman-Keuls test was used as the post-hoc test.
Contractions to prostaglandin F2Œ are expressed as a percentage of the maximal
contraction to KC1 (60 mM). Relaxations to serotonin are expressed as the
percentage of the maximal contraction to prostaglandin f2. Relaxations to
bradykinin are expressed as the percentage of the maximal contraction to serotonin.
for each rings; “n” refers to the number of animais from which blood vessels were
taken. ANOVA studies were performed to compare concentration-response curves.
Differences were considered to be statistically significant when p < 0.05. The




During CPB, there was a significant decrease in hematocrit (p <0.001) and an
increase in lactatemia and glycemia (p = 0.006 andp < 0.00 1, respectively). Afier
CPB, MAP and SVRI decreased significantly (p = 0.04 and p 0.002, respectively)
and CI increased, although non significantly. following CPB, there was a significant
increase in the arteriovenous oxygen saturation gradient and oxygen extraction ratio
(p = 0.007 andp = 0.005). During the experiment, no significant difference in HR,
MPAP, CVP, PCWP, PVRI and LVSWI were observed. There was no significant
difference either in base excess, pH, pCO2 and p02 gradients.
Vascular Reactivity Studies
Contraction
There was no difference in the amplitude of the contraction to potassium
chloride (60 mmoï/L) between the groups (Table I). The amplitude of contraction to
PGf2 was significantly higher in the control group (p = 0.03), but there was no
difference in the concentration of PGf2Œ needed to achieve the target level of
contraction.
Relaxations
Endothelium-Dependent Relaxations: NO pathway.
There was a statistically significant decrease in endothelium-dependent
relaxation to serotonin in coronary rings following CPB compared with controls
(Emax [5HT]: 53% ± 4% vs 28% + 4% for control, p < 0.001) (Figure 1). BI-14
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supplementation significantïy improved the endotheÏium-dependent relaxations to
serotonin following CPB (Emax [5HT]: 45% + 3%, p 0.03) for the two highest
concentrations of serotonin.
Endothelium-dependent relaxation to bradykinin was decreased ([3K]: 3 x
10 to I x 10-’) in the CPB group compared with control (p < 0.05) (figure 2). No
difference in the maximal relaxation to bradykinin was observed between groups, but
the CPB group reached maximal relaxation at a higher bradykinin concentration
compared with control ([BK]: 1 x 10 vs 1 x 10v). BH4 supplementation improved
the endothelium-dependent relaxation to bradykinin ([BK]: I x 10) in the CPB
group, with no significant difference between the CPB group with 3H4 and the
control group.
Endothelium-Independent Relaxations
There was no statistically significant difference in the relaxation to SNP
between groups with ail rings achieving 100% relaxation (data not shown).
DISCUSSION
Earlier experiments in our laboratory suggested that CPB without
cardioplegia or crossclamping in an aduit swine mode! of CPB was associated with
specific endothelium-dependent dysfunction of the NO pathway. The present study
assessed more specifically the implication of BH4 in the pathogenesis of that
dysfirnction. The major findings of the present study are the following: (1)
endotheÏium-dependent contractions to PGF2 were decreased afier CPB, with or
without 3H4 treatment; (2) endothelium-dependent relaxations to serotonin and
bradykinin were significantly altered following CPB; (3) 3H4 treatrnent partially
improved the endothelium-dependent relaxation to serotonin and to bradykinin.
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Endothelial Dysfunction and Etiologic Hypothesis
The endothelium is a selective banier responsible for maintaining a non
thrombogenic surface, ensures the metabolism of circulating substances such as
norepinephrine and bradykinin, regulates smooth muscle proliferation and controls
the vasomotor tone of vessels. the vascular endothelium contributes to the systemic
inflamniatory response syndrome to CPB along with five blood protein system
(contact system, complement, intrinsic and extrinsic coagulation pathways, and
fibrinolysis pathway) and four celis types (neutrophils, monocytes, lymphocytes and
platelets). Cytokines, complement activation products, hypoxia, oxygen-derived frec
radicals, endothelins and other inflammatory signais, contribute to the systemic
activation of the endothelium109 Activated endothelial cells express surface proteins,
such as E- and P-selectin, ICAM and VCAM, which promote platelet and neutrophil
aggregationlactivation, releasing proteases, oxygen-derived free radicals and
promoting further endothelial cell activation and dysfunction. Ischemia-reperfusion
by-products released in the circulation from the pulmonary vascuiature and distai less
perfused vascular beds contribute to the systemic activation of the endothelium.
Endothelium control of the vasomotor tone is hence affected early in the SIRS
following CPB.
The vasoregulatory function of the endothelium may be affected in numerous
ways, including (1) the impairment of G-proteins and/or their respective receptors,
(2) decreased release or production of vasodiiators, such as NO, prostacyclin and/or
EDHF, (3) increased destruction or scavenging of NO, (4) increased production of
vasoconstrictors, including endoperoxydes, reactive oxygen species and/or
endothelin- 1, (5) resistance of the vascuiar smooth muscle to vasodiiators and (6)
increased sensitivity ofthe vascular smooth muscle to vasoconstrictors40. The site of
dysfunction responsibie for the impaired endothelium-dependent relaxations can be
located at various leveis: receptor, G-proteins, intraceliuiar signaling pathways
(enzymes or ion channels) or vascular smooth muscle. The intraceliular cascades
foliowing G-proteins activation are not easily evaiuated. Ion channeis and enzyme
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characterizations require extensive experimentation and were not the subj ect of this
study.
Temperature changes can influence endothelial derived relaxing factors
(EDRF) release but are unlikely to be significant in this model. Hypothermia may
impair the stimulated release of EDRF and inhibit its basal production5. Pulsatile
flow stimulates the release of EDRF from perfused arterial segments222. CPB
generates a non-pulsatile flow in our model and basal cGMP levels are low following
CPB. The precise role of acute flow changes in decreasing endothelium-dependent
relaxations is unknown.
Contraction
Using similar PGf2Œ doses, endothelium-dependent contractions to PGF2
were significantly decreased afler CPB, with or without BH4 treatment, whereas
endothelium-independent contractions to KC1 were unaltered. CPB could cause an
overexpression of the inducible form of NOS (iNOS) with increased production and
secretion of endothelium-derived vasodilators such as NO, prostacyclin and/or EDHF
counteracting the vasoconstrictor effect of PGF2. These findings also suggest that
the integrity of the vascular smooth muscle was maintained since KC1 directly
stimulates the smooth muscle.
Relaxation
The NO pathway was studied using well characterized G-proteins mediated
endothelium-dependent relaxations. Serotonin binds to 5HT1 D-serotonmergic
receptors coupled to pertussis toxin sensitive Gi-proteins. Ketanserin was used to
prevent direct contraction of smooth muscle cells through 5HT2-serotoninergic
receptors. Impairment of Gi-proteins mediated relaxation was demonstrated by the
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lower maximal relaxation obtained in the concentration-response curves to serotonin
for the CPB group. In previous experiments using the same CPB protocol in the
swine mode!, impairment of the Gi-proteins mediated pathway was shown by lower
maximal relaxation to u2-adrenergic agonist UK14304 also coupled to pertussis toxin
sensitive Gi-proteins’2
Bradykinin binds to B2 receptors coupled to pertussis toxin insensitive Gq
proteins. The maximal relaxation was reached later in the CPB group compared to
control which is consistent with our prior experience12 and conflrm the impairment of
Gq-protein mediated relaxation. Cugno et al.223 reported an increase in plasma
bradykinin of patients submitted to CPB culminating at the end of the procedure
likely related to the reduced catabolism of bradykinin as a consequence of
intrapulmonary shunt. An increase in bradykinin tbroughout the experiment could
acutely down-regulate the concentration of B2 receptors on the surface of endothelial
celis, although this remains speculative since neither the bradykinin concentration
nor the density of B2 receptors were measured in that model. The increased
concentration of bradykinin and increased shear stress secondary to nonphysiologic
CPB perfusion could also promote production of oxygen-derived ftee radicals by
endothelial ce11s224.
In this swine model of CPB, endothelium-dependent relaxations mediated by
G-proteins were impaired although those mediated by Gq-proteins were altered to a
lesser degree than those mediated by pertussis toxin sensitive Gi-proteins. This
preferential involvement of the Gi-proteins mediated pathway is similar to that
observed in CPB with cross-clamping (ischemia-reperftision model) in the canine
model225’226 and other porcine cardiovascular pathology models, such as regenerated
endothelium, hypercholesterolemia, chronic atherosclerosis227, rejection after heart
transplantation228229 and immunosuppressor-induced endothelial dysfunction23° in
which there is an early selective involvement of endothelium-dependent relaxations
mediated by Gi-proteins with later alteration of the Gq-proteins mediated pathway as
the endothelial dysfunction progresses. b our knowledge, only two studies briefly
reported the endothelial function of coronary arteries with CPB alone, without cross-
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clamping or cardiop!egia225’226. These experiments were performed using the canine
model and the exact CPB duration was flot specified (between 45 and 150 minutes).
No significant impairment of endothelium-dependent relaxations to acetylcholine,
serotonin, adenosine diphosphate (coupled with Gq-proteins), calcium ionophore
A23 187 (endothelium-dependent receptor-independent) or sodium fluoride (a direct
activator of G-proteins) were demonstrated. One possible explanation for these
differences could be the increased coronary coÏlateraÏization present in the canine
mode! and superior to!erance to global ischemia compared with the porcine mode!.
Global ischemia alone does not seem to be associated with a significant
impairment of endothelium-dependent relaxations of coronary arteries231’232’233
However, reperfusion with or without cardioplegia impairs vasorelaxation responses
in coronary arteries. In a study by Nakanishi and colleagues23’ anatornica! damages
to the coronary artery wall were caused by reperfusion (not present with ischemia
alone, and not prevented by blood cardiop!egia), with intima! edema, death of
endothelia! cells and exposed areas of the subendothelium. Endothelium
independent relaxations to NO donors are consistently normal, confirming the
integrity of the vascular smooth muscle. In our model, as no aortic cross-c!amping
was applied, there was no reperfusion per se, which leads us to conc!ude that CPB in
itself induces functiona! damage to porcine coronary arteries.
Effects of Tetrahydrobiopterin
Nitric oxyde can be synthetized either by constitutive or inducib!e nitric
oxyde synthase. Essential cofactors to NO synthases include NADPH,
Ca27calmodulin, flavin nucleotides and 3H4181 BH4 he!ps to stabilize the dimeric
active form of NO synthase by increasing its affinity to L-Arginine and is a
kinetically privi!eged source of e!ectrons for this reaction175”82. 3H4 is produced
through two different pathways, namely the “de novo pathway” in which the enzyme
GTP cyclohydroxy!ase I is the rate limiting step179, and the “salvage pathway” which
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uses sepiapterin as an intermediate step’80. Inhibition of BH4 synthesis with a GTP
hydroxylase I inhibitor leads to endothelium-dependent relaxation. This is explained
by the uncoupling of NO synthase with L-Arginine, with the resultant production of
vasodilator hydrogen peroxyde and other reactive oxygen species instead of NO’65’218
(Figure 3). Antioxydative mechanisms of BI-I4 are: () coupling/activation of NO
synthase and inhibition of NO negative retroaction on NO synthase, (2) dose
dependent direct inhibition of superoxyde anion production by
hypoxanthine/xanthine oxydase’77, and (3) scavenging of free radicals by the direct
redox effect of BU4191.
BU4 is only active in its reduced state and is autooxyded in the presence of
high concentrations of oxygen free radicals, rendering endogenous BI-T4 insufficient
in marked oxydative states. Increased levels of oxygen free radicals may also alter
the involvement of BH4 in the oxydation process of NO synthesis from L-Arginine,
affect BU4 biosynthesis by depletion ofNADPH, or prevent recycling of BU4, which
may occur through flavin nucleotides via NADPH as suggested by Scott-Burden’82.
Exogenous administration of BU4 improves the endothelium-dependent
vasoreactivity in many pathological states such as atherosclerotic coronary
disease’9820° arterial hypertension201, hypercholesterolemia203, diabetes205,
smoking206, coronary ischemia-reperfusion’82’208 and lefi ventricular hypertrophy210.
The beneficial effects of exogenous administration of BU4 suggest that endogenous
BU4 concentrations are insufficient in these pathological states. Benefits of BH4
administration are demonstrated in the swine’99’209’210, canine178’181, rat
models201’204’207’212 and in humans’98”99’200’203’205’207; as well as in various vascular
beds such as aorta204, epicardial’84”98’203’210, subendocardial
(microvascularization)’99, brachial202’205, cerebral’78, renal212 and pulmonary
arteries209.
In this study, we tested the hypothesis that BU4 endogenous concentration is
decreased during CPB leading to an uncoupling of NOS and increased oxydative
stress (Figure 4), and that in vitro supplementation of BH4 improves the
endothelium-dependent dysfunction of coronary arteries secondary to CPB. BH4
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administration partialiy restored the endothelium-dependent relaxations to serotonin
mediated by Gi-proteins and Gq-proteins. This is shown by a significant
improvement of maximal relaxations to serotonin and bradykinin. Incomplete
reversai of the endotheliai dysfunction could be explained by impairment at the level
of receptor, Gi-proteins/Gq-proteins or smooth muscle ceil which are flot directly
addressed by in vitro BR supplementation. In vivo BH4 administration before
induction of cardiopulmonary bypass could possibly prevent the occurrence of the
oxydative injury.
Limitations
The following limitations to this study need to be addressed. first, this is an
acute animal study and although earlier experiments suggest a close relationship
between porcine and human endothelial responses, these data should be interpreted
with caution. Second, in order to assess more specifically the response to CPB, no
cardioplegia, aortic cross-clamping or heparin reversai with protamine were used.
Other experiments are needed to assess the impact of these interventions. Third, use
of propofol during CPB could have provided some degree of protection against
oxydative injury234 and reduced the extent of the endotheliai dysfunction. Fourth, a
sham group and a control group with BH4 suppiementation were flot included in our
protocol since our previous studies have shown no difference between concentration
response curves ofthe control and sham216 or control with BH421° groups in the same
swine model. Finally, it is possible that in vivo BH4 supplementation, in
cardiopulmonary bypass priming solution or as an adjunct to cardiopiegia, would be
more beneficial than in vitro administration afier the endothelial oxydative injury.
However, BH4 supplementation in the priming solution would necessitate high doses
of BI-I4 which could affect the hemodynamics during CP3. Administration of BH4 in
the cardioplegia solution could improve the ischemia-reperfusion associated with
hyperkaliemic cardiac arrest but was flot the subject of this study in which the effect
of CPB per se was evaluated without cardioplegia and cross-clamping.
71
Future directions
Others strategies to control the systemic inftammatory response syndrome
associated with CPB have been studied, targeting multiple interrelated systems:
contact system, complement, intrinsic and extrinsic coagulation cascades,
fibrinolysis, leukocytes, platelets and endothelial cells. These strategies have
included: corticosteroids235; anti-C5a monoclonal antibody236; inhibition of the
transcriptional activator protein NfkB237; protease inhibitors such as Aprotinin238 or
Nafamostat239; phosphodiesterase inhibitors240; anti-oxydants and NO agonists such
as Allopurinol241, L-Arginine242 and BH4; and endothelin-A receptor blockade243.
Control of the whole body inflammatory response to CPB would probably
necessitate a multimodal treatment approach considering the systems involved, all of
which can affect the vascular endothelium.
CONCLUSION
In summary, swine CPB is associated with a selective dysfunction of
coronary endothelium-dependent relaxations mediated by pertussis-toxin sensitive
Gi-proteins, and to a lesser extent, to pertussis-toxin insensitive Gq-proteins. 3114
administration improves the endothelium-dependent relaxations mediated by Gi
proteins and Gq-proteins. In vivo administration of BH4 in the circuit priming or
cardioplegia, may prove more beneficial during or after CPB weaning and
recirculation of toxic metabolites and oxygen-derived ftee-radicals from
underperfused vascular beds. Therefore, 3H4 could play an important role in
preventing and treating the systemic endothelial dysfunction resulting from CPB and
could be integrated with other promising treatment strategies. Intracoronary and
intravenous routes of administration of BH4 have been studied in vivo with few
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TABLE I. Contraction to potassium chloride and prostaglandin F2 of porcine
coronary arteries after cardiopulmonary bypass
Control CPB CPB with BH4
(n=6) (n=6) (n = 6)
KC1(6OmM)(g) 11.5 ± 0.5 12.6+ 1.1 11.7± 0.8
PGF2Œ (g) 8.9 + 0.5 7.8 + 0.7 7.2 + 0.5
PGF2Œ concentrations (1OE6M)* 6.2 + 0.3 6.0 ± 0.6 6.3 + 0.5
Ratio PGF2Œ / KC1 76% + 2% 66% +4% 65% ±3%
*
For achieving 50% of> KC1 contraction. §p 0.03 control vs CPB and CPB+BH4.
<0.001 controï vs CPB and CPB+BH4. CPB: cardiopulmonary bypass; KC1:
potassium chloride; PGF2: prostaglandin f.
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Figure Legends
Figure 1 Cumulative concentration-response curve to the endothelium
dependent vasodilator serotonin (5HT) in rings of porcine coronary
arteries. Responses are given as a percentage of maximal contraction
to PGF2Œ (% Emax). Resuits are presented as mean + SEM. *p < 0.05
vs control, <0.05 CPB vs CPB + BI-I4. CPB: cardiopulmonary
bypass; 3H4: tetrahydrobiopterin.
figure 2 Cumulative concentration-response curve to the endothelium
dependent vasodilator bradykinin (BK) in rings of porcine coronary
arteries. Responses are given as a percentage of maximal contraction
to serotonin (5HT). Resuits are presented as mean + SEM. *p < 0.05
vs control. CPB: cardiopulmonary bypass; BH4: tetrahydrobiopterin.
Figure 3 eNOS uncoupling caused by endogenous tetrahydrobiopterin (3H4)
depletion and increased oxydative stress following cardiopulmonary
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Les principales observations de cette études sont les suivantes: (a) la CEC est
associée à un syndrome inflammatoire systémique caractérisé par une diminution des
pressions artérielles moyennes et des résistances vasculaires systémiques indexées et
une augmentation du débit cardiaque indexé et du ratio d’extraction d’oxygène; (b)
les contractions dépendantes de l’endothélium à la PGf2 des artères coronaires
porcine sont diminuées après la CEC, avec ou sans traitement à la BH4; (c) les
relaxations dépendantes de l’endothélium à la sérotonine et la bradykinine sont
significativement altérées après la CEC; (d) l’administration de 3H4 améliore
partiellement les relaxations dépendantes de l’endothélium à la sérotonine et à la
bradykinine.
La fonction vasomotrice de l’endothélium peut être affectée de plusieurs
façons, incluant: (1) l’atteinte des protéines-G et/ou des récepteurs auxquelles elles
sont couplées; (2) diminution de la relâche ou de la production de vasodilatateurs,
tels que le NO, la prostacycline et/ou l’EDHF; (3) l’augmentation de la destruction
ou du piégeage de NO; (4) l’augmentation de la production des vasoconstricteurs,
tels que les endoperoxydes, les radicaux libres de l’oxygène et/ou de l’endothéline-l;
(5) la résistance du muscle lisse vasculaire aux effets des vasodilatateurs; et (6)
l’augmentation de la sensibilité du muscle lisse vasculaire aux effets des
vasoconstricteurs40. La localisation précise de l’atteinte responsable du
dysfonctionnement des relaxations dépendantes de l’endothélium peut se situer à
plusieurs niveaux : récepteurs, protéines-G, voies de signalisation intracellulaire
(enzymes ou canaux ioniques) ou muscle vasculaire lisse. Les voies de signalisation
intracellulaire suivant l’activation des protéines-G ne sont pas aisément évaluables.
La caractérisation des enzymes et canaux ioniques requiert des techniques très
spécialisées et n’était pas le sujet de cette étude.
Dans ce modèle porcin de CEC, les relaxations dépendantes de l’endothélium
médiées par les protéines-G étaient altérées, toutefois celles associée aux protéines
Gq insensibles à la toxine de la coqueluche (évaluées par la bradykinine, agoniste des
récepteurs B2) était impliqué à un moindre degré que celles associées aux protéines-
$3
Gi sensibles à la toxine de la coqueluche (évaluées par la sérotonine, agoniste des
récepteurs sérotoninergiques 5HT1D). Les relaxations indépendantes de
l’endothélium au nitropmssiate ainsi que les contractions au chlorure de potassium
étaient similaires dans les trois groupes suggérant qu’il n’y avait pas d’atteinte de
l’intégrité de l’endothéliunm dans ce modèle. L’atteinte des voies des protéines-Gi
secondaire à la CEC est semblable à celles observées dans des modèles de CEC avec
clampage aortique (modèle d’ischémie-reperfusion) dans le modèle canin225’226 et
autres modèles de pathologies cardiovasculaires porcins, tels que l’endothélium
régénéré, l’hypercholestérolémie et l’athérosclérose chronique227, le rejet après
transplantation cardiaque228’229 et la dysfonction endothéliale induite par les
immunosupresseurs23° dans lesquels on retrouve une atteinte précoce et sélective des
relaxations dépendantes de l’endothélium médiées par les protéines-Gi et puis
progressivement une atteinte de celles associées aux protéines-Gq. À notre
connaissance, seulement deux études ont évalué succintement la fonction
endothéliale des artères coronariennes soumises à la CEC seule, sans clampage
aortique ou cardioplégie225’226. Ces expériences furent réalisées chez le chien et la
durée exacte de CEC n’était pas spécifiée (entre 45 et 150 minutes). Aucune atteinte
significative des relaxations dépendantes de l’endothélium à l’acétylcholine, la
sérotonine, l’adénosine diphosphate (protéines-Gq), au calcium ionophore A23 187
(endothélium-dépendant récepteur-indépendant) ou au sodium fluoride (un activateur
direct des protéines-G) ne put être démontrée. Ces différences s’expliquent
possiblement par l’importante collatéralisation des artères coronaires présente chez le
modèle canin et une plus grande tolérance à l’ischémie globale et aux phénomènes
d’ischémie-reperfusion systémique comparé au modèle porcin.
Effets de la tétrahydrobioptérine
La biosynthèse du NO à partir de la L-Arginine requiert plusieurs cofacteurs
incluant le NADPH, le Ca27calmoduline, nucléotides flavine et la
tétrahydrobioptérine (3144) 181,217 La 3114 est un cofacteur essentiel de la
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biosynthèse du NO et aide à stabiliser la forme dimérique active de la NO synthase
en augmentant son affinité pour la L-Arginine et en constituant une source
cinétiquemcnt privilégiée d’électrons pour cette réaction175’182. Des niveaux abaissés
de BH4 peuvent mener à un défaut de couplage de la synthase du NO, favorisant la
production de peroxynitrites (OONO) et de peroxyde d’hydrogène (H202)’65’218,
deux radicaux libres de l’oxygène ayant des effets cytotoxiques directs sur
l’endothélium’66. Les mécanismes antioxydatifs proposés de la BI-T4 sont: (1) le
couplage/activation de la NO synthase et l’inhibition de la rétroaction négative du
NO sur la NO synthase; (2) l’inhibition directe dose-dépendante de la production
d’anion superoxyde par les oxydases hypoxanthine/xanthine177; et (3) la vidange de
radicaux libres par un effet réducteur direct de la BH4191. La 3H4 est actif
uniquement sous sa forme réduite et s’autooxyde en présence de hautes
concentrations de radicaux libres, pouvant rendre la BH4 endogène insuffisante face
aux insultes oxydatives soutenues. L’administration exogène de BH4 a permis
d’améliorer la vasomotricité dépendante de l’endothélium dans de nombreux états
pathologiques incluant la maladie coronarienne athérosclérotique’98’200,
l’hypertension artérielle201, l’hypercholesterolémie203, le diabète205, le tabagisme206,
l’ischémie-reperfusion des artères coronaires182’208, l’hypertrophie ventriculaire
gauche21° et la transplantation pulmonaire209.
Dans la présente étude, l’administration de 3H4 a permis d’améliorer
partiellement les relaxations dépendantes de l’endothélium à la sérotonine et à la
bradykinine qui se lient respectivement à des récepteurs couplés aux protéines-Gi et
protéines-Gq. Cette correction partielle de la dysfonction endothéliale peut être
expliquée par des atteintes au niveau des récepteurs, des protéines-Gi ou du muscle
lisse vasculaire qui ne sont pas directement affectés par l’administration in vitro de
3114. L’administration in vivo de 3114 avant l’institution de la CEC pourrait





En conclusion, la CEC chez le porc est associée à une réponse inflammatoire
systémique et une dysfonction sélective des relaxations dépendantes de
l’endoffiélium médiées par les protéines-Gi sensibles à la toxine de la coqueluche, et
à un moindre degré, aux protéines-Gq insensibles à cette toxine. L’administration de
BH4 améliore les relaxations dépendantes de l’endothélium médiées par les
protéines-Gi et les protéines-Gq. Cette amélioration de la relaxation endothéliale
oronanenne par la BH4 pourrait s’expliquer par un meilleur du couplage de la
synthase du NO, l’inhibition de la rétroaction négative du NO sur la synthase du NO
etlou une inhibition de la production ou amélioration de la vidange des radicaux
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Figure 17. Mécanismes proposés de l’amélioration de la dysfonction endothéliale
secondaire à la circulation extracorporelle par la tétrahydrobioptérine. 5HT:
sérotonine; (+): stimule; (-): inhibe; BH4: tétrahydrobioptérine; BK: bradykinine; CEC
circulation extracorporelle; eNOS: synthase endothéliale du monoxyde d’azote; GiIGq:
complexe de protéines Gi/Gq et leurs récepteurs membranaires respectifs impliqués dans la
transduction du signal en vue de la production du monoxyde d’azote; H202: peroxyde
d’hydrogène; L-Arg: L-Arginine; L-Cit: L-Citrulline; NO: monoxyde d’azote; 02:
oxygène ; 00N0: peroxynitrites.
L’administration in vitro de 3H4 dans l’amorce du circuit de CEC ou dans la
solution de cardioplégie pounait être bénéfique dans la prévention de l’insulte
oxydative qui accompagne le sevrage de la CEC et la recirculation de métabolites
toxiques et radicaux libres de l’oxygène. Les effets de la prostacycline244 et
d’inhibiteurs de la phosphodiesthérase (Milrinone245, $ildenafil246) ont été étudiés sur
la dysfonction endothéliale des artères pulmonaires suite à la CEC dans un modèle
porcin similaire. L’effet de la BH4 suite à la CEC au niveau des lits vasculaires
pulmonaires et systémiques reste à élucider.
D’autres stratégies de contrôle du syndrome de réponse inflammatoire
systémique associée à la CEC ont été décrites : : les corticostéroïdes235; les anticorps
monoclonaux anti-C5a236; l’inhibition de la protéine activatrice de la transcription
NfkB237; les inhibiteurs dc protéase tels que l’Aprotinine238 ou le Nafamostat239; les
inhibiteurs des phosphodiestérase240; les anti-oxydants et agonistes du NO tels que
l’Allopurinol241, la L-Arginine242 et la 3H4; et les bloqueurs du récepteur de
l’endothéline-A243. Le contrôle de cette réponse inflammatoire systémique nécessite
probablement une approche de traitement à plusieurs niveaux en tenant compte des
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